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1. Introduccidn

Unidos por la esperanza, comprometidos con el
futuro de los enfermos de cancer de pancreas.

Hace diez ainos decidimos unir nuestras fuerzas para cambiar la realidad del
cancer de pancreas. Lo hicimos desde dos asociaciones, la Asociacion Cancer
de Pancreas (ACANPAN) y la Asociacion Espafiola de Pancreatologia
(AESPANC), a las que posterior mente se unié la Asociacion Espafiola de
Gastroenterologia (AEG), movidas por la urgencia de una enfermedad que no
solo es devastadora por su diagndstico, sino también por la falta de recursos y
visibilidad que histéricamente la han rodeado.

De esa unién nacié la Beca Carmen Delgado/Miguel Pérez-Mateo, un proyecto
que hoy celebra su 102 edicién y que ha conseguido impulsar 18 proyectos de
investigacion por un total de 1.221.000 €. Una cifra que refleja el compromiso de
miles de personas que han apoyado nuestra causa: participando en la Carrera
de las Ciudades contra el cancer de pancreas, donando, investigando o
acompafando a pacientes y familias.

Este dossier es, por un lado, una mirada atras: a todo lo que hemos conseguido juntos, a
los proyectos apoyados y a las personas que han puesto su talento y esfuerzo en avanzar
en el conocimiento de esta enfermedad.

Pero, sobre todo, es una mirada hacia el futuro. Queremos que todo el conocimiento 'y
experiencia generados en esta década se conviertan en una oportunidad para seguir
avanzando. Por eso, con este trabajo buscamos también:

° Acercar la investigacion a los pacientes, que puedan comprender mejor
hacia donde vamos, qué se estd investigando y qué horizonte se vislumbra.

° Fortalecer la comunidad cientifica en cancer de pancreas, conectando a
los investigadores que han formado parte de la Beca a lo largo de estos afos.

° Fomentar el dialogo, la colaboracion y las sinergias entre ellos,
convencidos de que la cooperacion es clave para lograr avances reales.

Desde nuestras asociaciones, seguimos trabajando con esperanza, con ambicion y con
un objetivo comun: que los pacientes vivan mdas y vivan mejor.
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2.Cancer de
pancreas:
algunos datos

El cdncer de pancreas representa uno de los
desafios médicos mas urgentes y complejos
de nuestro tiempo. Su diagnéstico suele llegar
tarde, sus sintomas son inespecificos, los
tratamientos actuales resultan limitados y su
impacto en la vida de los pacientes y sus
familias es devastador. Pese a ello, sigue
siendo una de las enfermedades oncoldgicas
mas desconocidas para la sociedad y menos
visibles en la agenda publica.

Estos son algunos datos que reflejan la
magnitud de este reto:

e EN 2025 se estima que 10.338 personas
seran diagnosticadas de cancer de
pancreas en Espafa. Cuando
comenzamos este camino en 2014, esa cifra
era de 6.400 personas.

e Es el 8° cancer en incidenciayla 32
causa de muerte por cancer en nuestro
pais.

e Cercadel 80% de los pacientes se
diagnostican en fases avanzadas, lo
que provoca que solo 2 de cada 10
pacientes puedan someterse a cirugia,
que es la Unica posibilidad real de curacién.

o La tasa de supervivencia a los 5 aios
es de apenas el 8,6%, y un 75% no
supera el primer ano tras el diagnéstico.

e Enlos ultimos 40 anos, los avances
terapéuticos han sido muy limitados,
mientras que su incidencia ha
aumentado un 160% en tres décadas.

Estos datos son mucho mas que cifras: son
realidades humanas que apelan a nuestra
responsabilidad colectiva. El cdncer de
pancreas no puede esperar. Solo la
investigacion puede cambiar esta
realidad.




3. Objetivos y Evolucidn

Becas Carmen Delgado/Miguel Pérez-Mateo

Nacieron en 2015 con una misién:

Generar esperanza a través de la investigacion en cancer de pancreas.

Desde su origen,
estas becas persiguen:

e Estimular el desarrollo de nuevas herramientas
diagnosticas y terapéuticas.

e Fomentar la investigacion de calidad en Espana.
e Atraery retener talento cientifico.

Generar impacto real y tangible en los pacientes
y su entorno.

Establecer puentes entre la comunidad cientifica
y las personas afectadas.

Estas becas suponen mucho mas que una ayuda
econdémica: son un motor de esperanza, una
declaracién de intenciones y una via concreta para
cambiar el futuro del cancer de pancreas.

Durante estos diez anos:

e Hemos destinado 1.221.000 € a la investigacion
en cancer de pancreas.

e Sehan financiado 18 proyectos liderados por
equipos punteros de todo el pais.

e Estas becas son posibles gracias a la recaudacion
generada por la Carrera de las Ciudades, un
evento solidario que une deporte, sociedad y
ciencia.

Carrera de las Ciudades
contra el cancer de pancreas:

La financiacién de estas becas ha sido posible
gracias al esfuerzo colectivo y comprometido de
miles de personas que participan cada ano en la
Carrera de las Ciudades contra el Cancer de
Pancreas.

Desde su primera edicion en 2015, esta iniciativa ha
crecido hasta convertirse en el mayor evento
solidario en Europa en apoyo a la
investigacion en cancer de pancreas.

Evolucion de la Carrera de las Ciudades:

o Ciudades participantes: Desde sus inicios la
Carrera de las Ciudades contra el cancer de
pancreas se ha celebrado en 12 ciudades
espanolas e italianas.

o Participantes acumulados: Mas de 73.106
participantes y 424.463 km recorridos en todas
las ediciones.

e Fondos recaudados hasta la fecha:
1.211.114 € destinados integramente a la
financiacién de proyectos de investigacién en
cancer de pancreas.

Cada dorsal, cada zancada, cada linea de meta
cruzada representa un paso mas hacia un futuro con
mas esperanza.




Evolucion de las Becas:

A lo largo de sus diez ediciones, la Beca Carmen Delgado / Miguel Pérez-Mateo ha financiado
18 proyectos de investigacion de excelencia en centros punteros de todo el pais. Proyectos
que han abordado areas clave como:

Diagnostico precoz

Nuevas dianas terapéuticas
Inmunoterapia

Caracterizacion molecular del tumor
Biomarcadores de respuesta

Biopsia liquida, entre otros

Esta trayectoria ha permitido consolidar una red de investigadores e investigadoras
comprometidos con el cambio, muchos de los cuales han continuado desarrollando lineas de
trabajo estables en el ambito del cancer de pancreas.

En estos 10 afos, hemos aprendido que cada proyecto cuenta, que cada paso sumay que
la investigacion es el camino mas directo hacia la esperanza.




Memorias de los
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de la Beca Carmen
Delgado/Miguel
Pérez-Mateo.
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Beca 2016

Pilar Navarro Medrano:

Pilar Navarro es licenciada y doctora en Farmacia.
Su carrera investigadora se ha centrado en
entender los mecanismos que causan
enfermedades humanas, especialmente el cancer.

Comenz6 estudiando el cancer de piel durante su
tesis doctoral y, tras una etapa postdoctoral en
Milan centrada en la formacién de vasos
sanguineos en tumores, se incorpord en 1999 a
Barcelona para investigar el cancer de pancreas.

Actualmente dirige el grupo “Dianas Moleculares
del Cancer” en el Instituto de Investigaciones
Biomédicas de Barcelona (IIBB-CSIC) y el Instituto
de Investigacién del Hospital del Mar, con el
objetivo de encontrar nuevas herramientas para
diagnosticar y tratar mejor este tipo de cancer.
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MEMORIAS PILAR NAVARRO

TITULO:

Galectina-1: una nueva diana para el desarrollo de herramientas
diagnosticas y terapéuticas para el cancer de pancreas

INVESTIGADORA PRINCIPAL: Pilar Navarro

Equipo investigador: José Yélamos, Neus Martinez-Bosch, Luis Barranco, Mar Iglesis, Francisca
Mulero, Jorge Martinez, Miguel Angel Morcillo, Mireia Moreno, Marta Oteo, Eduardo Romero

iPor qué estudiar el cancer de pancreas?

El cancer de pancreas es uno de los tumores mas agresivos y de peor prondstico. El adenocarcinoma
ductal pancreatico (abreviado PDAC, por sus siglas en inglés) es el tipo mas comun (mas del 90%).
Esta enfermedad suele avanzar en silencio, sin causar sintomas claros hasta que ya esta en una fase
avanzada. Cuando por fin se diagnostica, muchas veces ya no es posible operar, y los tratamientos
disponibles son poco eficientes. De hecho, a pesar de los avances en investigacidn en otros tipos de
tumores, el cancer de pancreas sigue teniendo una supervivencia media muy baja, de unos 4 a 6
meses, y solo el 13% de los pacientes sobrevive mas de 5 afos.

Los tratamientos actuales incluyen principalmente quimioterapia con gemcitabina o FOLFIRINOX,
pero sus efectos en frenar el avance del tumor son modestos. Los nuevos tratamientos con farmacos
diana-dirigidos o inmunoterapia, que han supuesto una revolucién para otros canceres, no han
conseguido hasta ahora tener éxito en PDAC. Tampoco existen métodos eficaces para detectarlo de
forma precoz, ya que los analisis de sangre y las pruebas de imagen no siempre lo identifican, y la
biopsia sigue siendo la Unica forma definitiva de diagnéstico.

Por todo esto, encontrar nuevas formas de diagnosticar y tratar este tipo de cancer es urgente y
prioritario.

El tumor y su entorno: un aliado del cancer

Una de las caracteristicas que mas llama la atencién en el cancer de pancreas es el entorno que
rodea al tumor, conocido como estroma tumoral. Este estroma no es algo pasivo: esta formado
por una densa red de fibras, células inmunes, vasos sanguineos y fibroblastos (células que
normalmente ayudan a reparar tejidos), que en este caso favorecen el crecimiento del tumor en
lugar de frenarlo. En el caso del PDAC el estroma puede llegar a ser mas del 80% de la masa tumoral,
lo que refleja la gran importancia que tiene en su agresividad.

En los ultimos anos, se ha visto que este estroma tiene un papel clave: no solo alimenta el tumor,
sino que también lo protege frente a los medicamentos y bloquea la accién del sistema inmune,
impidiendo que las defensas del cuerpo ataquen a las células cancerosas. Por eso, en lugar de
centrarnos solo en matar las células del tumor, hay que buscar también formas de atacar ese
entorno protector.
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;Qué es la Galectina-1y por qué nos interesa?

En este contexto aparece una proteina muy especial: la Galectina-1 (abreviada como Gal-1). Esta
molécula pertenece a una familia de proteinas que se unen a azucares en la superficie de las células
y regulan muchas funciones, como el crecimiento celular, la formacién de vasos sanguineos, la
respuesta del sistema inmune y, lo que mas nos interesa, el desarrollo del cancer.

Se ha observado que Gal-1 estda muy aumentada en muchos tipos de tumores, incluido el cancer de
pancreas. En este ultimo, Gal-1 se encuentra sobre todo en el estroma tumoral, y los niveles altos de
esta proteina se asocian con una peor evolucién del paciente. En otras palabras, cuanto mas Gal-1
hay, mas agresivo es el tumor.

Estudios anteriores de nuestro grupo demostraron que, al eliminar Gal-1 en modelos animales de
cancer de pancreas, se conseguia frenar el crecimiento del tumor y reducir la formacién de vasos
sanguineos y la activacién del estroma. Ademas, se observé algo muy interesante: el sistema
inmune se reactivaba, lo cual es especialmente importante en un tumor como el de pancreas, que
suele ser muy "invisible" para las defensas del cuerpo.

Asimismo, otra caracteristica de la proteina Gal-1 es que se libera al espacio fuera de la célulay se
puede medir sus niveles en sangre. Por tanto, como los niveles de Gal-1 son muy altos en PDAC, nos
planteamos medir sus niveles en sangre y compararlos con individuos sanos para explorar si la
deteccion de Gal-1 podria ser Util como biomarcador de la enfermedad.

;Qué nos propusimos en este proyecto?

El objetivo principal de nuestro proyecto fue estudiar a fondo el papel de Gal-1 en el cancer de
pancreas y explorar si podia ser util para mejorar el tratamiento y/o el diagnéstico del PDAC.

En concreto, decidimos estudiar:

Objetivo 1: Analizar si el blogueo de Gal-1podria convertirse en un nuevo tratamiento para
pacientes con PDAC. Es decir, si seria util para:

Mejorar la supervivencia.

Reducir la agresividad del tumor.

Disminuir la aparicion de metastasis (la propagacion del cancer a otros érganos).
Recuperar la respuesta del sistema inmunitario frente al tumor.

Ademas, quisimos dar un paso mas: pasar de los modelos genéticos (ratones a los que se les
“quita” Gal-1) a desarrollar medicamentos o anticuerpos capaces de bloquear esta proteina,
pensando en un futuro uso en pacientes.

12



MEMORIAS PILAR NAVARRO

Objetivo 2: Explorar si medir los niveles de Gal-1 en sangre de pacientes con PDAC podia servir
para diagnosticar la enfermedad, o para predecir su evolucion.

iQué métodos utilizamos?

1. Para estudiar si bloquear Gal-1 podia tener utilidad para el tratamiento de PDAC, usamos un
modelo de ratén que desarrolla de forma natural un tipo de cancer de pancreas muy similar al
humano. Estos ratones tienen una mutacién en un gen llamado KRas, muy comun en pacientes con
este tumor, y también una alteracién en el gen p53, que ayuda a controlar el crecimiento celular.

Comparamos dos grupos de ratones con este modelo con distintas cantidades de Gal-1:
ratones normales (con Gal-1) y ratones completamente deficientes en Gal-1.

Observamos su evolucidon de dos formas:

® Dejamos que los tumores crecieran hasta que llegaran a un tamano éticamente permitido
y medimos la supervivencia.

¢ Sacrificamos otros ratones a los 4 meses para estudiar el desarrollo del tumor en fases
tempranas.

También analizamos cémo se comportaban las células del sistema inmune en estos tumores
mediante técnicas de laboratorio avanzadas.

2. Para estudiar si Gal-1 podia tener utilidad para el diagnéstico de PDAC, utilizamos muestras
de sangre de tres grupos de personas:

¢ Individuos control (personas sanas)

® Pacientes con PDAC

® Pacientes con pancreatitis crénica
Este ultimo grupo fue incluido porque la pancreatitis crénica tiene sintomas muy parecidos al
PDACYy el diagnéstico diferencial de estas dos enfermedades es un problema clinico, por lo que
encontrar biomarcadores especificos para cada una de ellas puede ser muy util para un buen
diagnéstico de PDAC.
Y utilizamos una sencilla técnica que se usa de rutina en laboratorios de diagndstico llamada

ELISA (del inglés, Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), que es ademas de bajo coste para el
sistema sanitario.
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;Qué descubrimos?

1. Bloguear Galectina-1 puede servir para tratar el cancer de pancreas

Nuestros resultados fueron muy prometedores. En primer lugar, la inhibicién de
Gal-1 en ratones conseguia:

e Mayor supervivencia: los ratones sin Gal-1 vivieron significativamente mas que los que
si la tenian.

e Tumores menos agresivos: vimos que, sin
Gal-1, los tumores crecian mas lentamente y
las lesiones aparecian mas tarde (Fig.1).

® Reduccion de las metastasis: las
metastasis al higado se reducian notablemente
(Fig.2).

Figura 1. Gal-1 y el crecimiento tumoral

Figura 2. Gal-1 y metastasis

e Activacion del sistema inmune: en los tumores
de los ratones sin Gal-1 encontramos mas linfocitos T,
que son las células que atacan el cancer, y menos
células inmunosupresoras, que suelen proteger al tumor. Es decir, el sistema inmune volvia a
activarse (Fig.3).

Figura 3. Gal-1 y el sistema inmune

Estos datos indican que Gal-1 juega un papel central en ayudar al tumor a crecer, protegerse del
tratamiento y escapar del sistema inmune. Por tanto, su inhibicién es una estrategia muy atractiva
para nuevas terapias.

¢Y si blogueamos Gal-1 con un farmaco?

Hasta ahora habiamos trabajado con ratones modificados genéticamente, pero queriamos ir mas
alla y buscar una forma de bloquear Gal-1 con medicamentos, como se haria en pacientes.

Para ello colaboramos con una empresa que ya habia desarrollado unos anticuerpos capaces de
unirse a Gal-1y bloquear su funcion. Probamos estos anticuerpos en laboratorio y tres de ellos
fueron eficaces para impedir que Gal-1 provocara la muerte de las células inmunes antitumorales.
Lamentablemente, estos experimentos no pudieron continuarse porque la empresa fue adquirida
por otra multinacional y finalizaron la colaboracién. Actualmente esta parte del proyecto sigue en
curso, a través de otras colaboraciones donde estamos
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probando nuevos farmacos, tanto otros nuevos anticuerpos bloqueantes como otro tipo de
farmacos inhibidores quimicos.

2. Galectina-1 puede servir para diagnosticar el cancer de pancreas

Uno de los grandes retos del cancer de pancreas es la falta de marcadores en sangre que permitan
detectarlo en fases tempranas o saber si el tratamiento esta funcionando. El Unico marcador usado
actualmente en la practica clinica es una proteina llamada CA19-9, pero no es fiable en todos los
pacientes: en algunos no se eleva, aunque tengan PDAC, y en otros pacientes puede estar alta por
causas no relacionadas con el cancer.

Por eso, parte de nuestro estudio se centrd en investigar si Galectina-1 también puede ser Gtil como
biomarcador en sangre, es decir, igual que se mide glucosa en sangre para diagnosticar diabetes,
medir Gal-1 como una sefal que nos ayude a diagnosticar el cancer de pancreas o predecir la
evolucién de la enfermedad.

Nuestro estudio demostré que los niveles de Galectina-1 en sangre:

® Reflejan fielmente la cantidad de Galectina-1
presente en el tumor.

® Los pacientes con cancer de pancreas tenian
niveles de Gal-1 en sangre mucho mas elevados que
los controles sanos. Este aumento de Gal-1 se
detectaba incluso en fases tempranas del tumor, lo
gue sugiere que podria servir como herramienta de
diagnéstico precoz (Fig.4).

® Lacombinacion de Gal-1y CA19-9 mejora mucho la
precision del diagnoéstico: reduce los casos no detectados
(falsos negativos) y mejora la capacidad para diferenciar entre
Eartlfter)? pancreatitis, algo que suele ser dificil con las pruebas Figura 4. Gal-1 como biomarcador
abituales.

éSirve también para predecir el prondstico?
Si: observamos que los pacientes con niveles mas altos de Galectina-1 en sangre tenian peor
evolucioén clinica. Esto abre la posibilidad de usar Gal-1 como marcador pronéstico, para ayudar a

predecir cdmo evolucionard la enfermedad.

En resumen, nuestros datos apoyan que Gal-1 puede tener un valor clinico como marcador
en sangre, tanto para detectar el cancer como para evaluar su progresion.

Conclusion: Galectina-1, una pieza clave en el cancer de pancreas
Nuestros hallazgos indican que Galectina-1 juega un importante papel en el cancer de pancreas:

participa en el desarrollo del tumor, favorece su crecimiento, contribuye a que forme metastasis y
bloquea la respuesta del sistema inmunitario.
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Al eliminar Gal-1 o bloquearla, el tumor se vuelve menos agresivo y el sistema inmune puede volver
a actuar, algo fundamental para que funcione la inmunoterapia, una de las grandes esperanzas
actuales en la lucha contra el cancer. Por eso, proponemos que Gal-1 sea considerada una nueva
diana terapéutica y un nuevo "punto de control inmunolégico”, como lo son actualmente los
famosos PD-1 o CTLA-4 en otros tumores como el melanoma. Esto abre la puerta a desarrollar
tratamientos innovadores para pacientes con cancer de pancreas, que actualmente tienen muy
pocas opciones.

Asimismo, nuestros estudios demuestran que Gal-1 no solo es importante como posible diana
terapéutica, sino que también puede tener utilidad como marcador en sangre para diagnosticar el
cancer o para evaluar su progresion o incluso la respuesta a los tratamientos. Aunque todavia es
necesario validar estos resultados en estudios con mas pacientes, creemos que Gal-1 podria formar
parte de un futuro panel de biomarcadores que ayuden a los médicos a tomar decisiones mas
informadas y personalizadas en el manejo del cancer de pancreas. De hecho, estos resultados han
sentado la base para nuestro proyecto posterior sobre el uso de un nuevo biomarcador (AXL) para
la deteccién temprana de PDAC, ganador de la Beca Carmen Delgado/Miguel Pérez-Mateo, 82
edicion, modalidad clinica (Validacién de la deteccion de sAXL en plasma para diagndstico precoz
del cancer de pancreas).

Este proyecto ha sido posible gracias al apoyo de la asociacion de pacientes, que ha
permitido financiar una linea de investigacion innovadora y arriesgada, pero con importante
potencial traslacional. También queremos agradecer a todos los pacientes y familias que,
con su apoyo y confianza, hacen posible que la ciencia avance cada dia. Gracias a vosotros,
hemos dado un paso mas en la lucha contra uno de los canceres mas duros. Seguimos
trabajando para transformar estos descubrimientos en tratamientos reales que puedan
mejorar la vida de los pacientes.

Glosario de términos
® PDAC: Adenocarcinoma ductal pancreatico (el tipo mas comun de cancer de pancreas)

® Gal-1: Galectina-1, una proteina que se encuentra en altos niveles en los tumores PDAC
y que tiene funciones pro-tumorales.

® ELISA: Técnica de laboratorio para medir proteinas en sangre
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TITULO:

|dentificacion de receptores de escape inmunolégico de las células
madre del cancer de pancreas.

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Bruno Sainz Anding

Introduccién al cancer de pancreas

El cancer de pancreas es una enfermedad en la que las células del pancreas comienzan a crecer de
manera descontrolada y forman un tumor que puede extenderse a otros érganos. Este tipo de
cancer suele detectarse en etapas avanzadas, porque en sus fases iniciales apenas causa sintomas
claros. Por esta razdn, el pronéstico suele ser desfavorable y las tasas de supervivencia a cinco afos
son bajas. Ademas, las opciones de tratamiento (cirugia, quimioterapia, radioterapia e
inmunoterapia) no siempre funcionan de manera eficiente. Por eso, investigar nuevas formas de
atacar este tumor es fundamental: entre las dreas de estudio mas prometedoras estan las células
madre del cancer (CSC en inglés), un pequeno subgrupo de células dentro del tumor que parecen
resistir mejor los tratamientos convencionales y contribuir a que el cancer vuelva a crecer o se
extienda.

1. Resumen del proyecto (Resumen original)

En los ultimos anos, la inmunoterapia (tratar de estimular el propio sistema de defensa del cuerpo
para que ataque al tumor) se ha convertido en una estrategia muy prometedora contra muchos
tipos de cancer. Sin embargo, en el caso del adenocarcinoma ductal de pancreas (PDAC, por sus
siglas en inglés), la inmunoterapia todavia no resulta efectiva en la mayoria de los pacientes.

Este tipo de cancer es muy agresivo y a menudo ya ha formado metastasis (lesiones en otros
organos) cuando se diagnostica. Otra razon de su gravedad es que dentro del tumor existe un
pequeno grupo de células capaces de resistir tratamientos, reproducirse sin control y regenerar el
tumor: son las llamadas células madre del cancer (CSC, del inglés “Cancer Stem Cells”). Mientras
queden estas células, es muy dificil erradicar por completo el tumor.

Gracias a ratones creados genéticamente para desarrollar este cancer de pancreas (modelos “KPC"),
hemos logrado aislar estas células madre tumorales y estudiar qué proteinas las hacen tan
especiales. Algunos de nuestros estudios iniciales mostraron que estas CSCs expresan con fuerza
una proteina llamada Peptidoglycan Recognition Protein 1 (Pglyrp1), que normalmente ayuda a
defender el cuerpo de bacterias. Lo interesante es que Pglyrp1 parece proteger estas células de ser
destruidas por los linfocitos T, un tipo de célula inmunitaria clave para eliminar células tumorales.
Cuando “silenciamos” Pglyrp1 en las CSCs (es decir, evitamos que fabriquen esa proteina), las células
se vuelven mas susceptibles a que el sistema inmune las destruya.
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Por tanto, en este proyecto nos propusimos:

Estudiar en detalle el papel de Pglyrp1en la manera en que las CSCs del pancreas escapan
al ataque de los linfocitos T, usando técnicas para aumentar o reducir su presencia.

Descubrir el mecanismo molecular por el cual Pglyrp1 protege a las CSCs (por ejemplo, si
interactua con otras proteinas que modulan la muerte celular).

Disenar anticuerpos contra Pglyrp1 (similares a los anticuerpos que hoy se usan clinicamente
contra otros “receptores de escape” como PD-L1) y probar si al bloquear Pglyrp1 se consigue
frenar el crecimiento tumoral y las metastasis en ratones.

2. Resultados principales y hallazgos

Alo largo de los tres afios de trabajo se obtuvieron las siguientes conclusiones mas relevantes:

2.1. El microambiente y las células tumorales en el cancer de pancreas crean un
entorno “frio’” para el sistema inmune

Se sabe que el adenocarcinoma ductal de pancreas (PDAC) tiene una capacidad especial de
“engafar” al sistema inmunitario, generando un entorno inflamatorio muy supresor.

En estos tumores, las células inmunitarias que se infiltran suelen ser células T reguladoras
(Tregs) y células mieloides supresoras (MDSCs), que reducen la accion de las células T
“efectoras” (aquellas que matarian las células cancerosas). Ademas, los linfocitos T CD8+ (que
deberian destruir las células tumorales) aparecen poco activos.

Se evaluaron varios mecanismos que podrian explicar esta inmunosupresion intrinseca de
las células tumorales, como la sobreexpresion de PD-L1. Sin embargo, en nuestros modelos
de cancer de pancreas ninguna de esas vias fue la responsable principal de la capacidad del
tumor para escapar al ataque inmunitario.

2.2. Aislamiento de las CSCs en modelos de raton inmunocompetentes

En estudios previos con CSCs de pacientes humanos, las células se probaban en ratones
inmunodeprimidos (al no poder usar ratones normales porque el sistema inmune “mataria”
las células humanas). Esto limita el estudio de la interaccion inmunoldgica.

Con los ratones KPC (en los que, por ingenieria genética, desarrollan tumores de pancreas
muy parecidos a los humanos), pudimos aislar un subgrupo de células que expresan
simultdaneamente tres marcadores de superficie: EPCAM+, SCA1+y CD133+.

Estas células triple positivas demostraron poseer propiedades de CSCs cuando se

trasplantaron en ratones: formaban tumores de forma muy eficiente, confirmando que eran
las células responsables del crecimiento y mantenimiento del cancer.
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Figura 1 (siguiente pagina): (A) Panel izquierdo: diagrama representativo de citometria de flujo que
muestra células pancredticas Lin- tefidas con EpCAM y Sca-1 procedentes de ratones control de 8
semanas LSL- Kras*G12D/+; LSL-Trp53~R172H/+ (KP) frente a ratones LSL-Kras*G12D/+;
LSL-Trp53~R172H/+; Pdx- 1-Cre (KPC). Panel derecho: histograma que muestra el porcentaje
medio = SEM de células EpCAM+Sca- 1+ en animales KP y KPC (n=6, valores de p determinados
mediante prueba t no apareada). (B) Panel izquierdo: diagrama representativo de citometria de
flujo que muestra la expresion de EpCAM y Sca-1 en células Lin- de un tumor de ratén KPC a las
16 semanas y los correspondientes pancreas de un ratén control KP. Panel derecho: histograma que
muestra el porcentaje medio = SEM de células EpCAM+Sca-1+ en grupos KP y KPC (n=6, valores de
p determinados mediante prueba t no apareada).

(C) Diagrama representativo de citometria de flujo que muestra la expresién de CD133 dentro del
subconjunto EpCAM+Sca-1+ en ratones KP y KPC a las 16 semanas. (D) Media + SEM del niumero
de esferoides generados por cada 10 000 células de las poblaciones indicadas tras 10 dias en
condiciones de cultivo para esferas. Las células se aislaron del pancreas de ratones KPC de 16
semanas (n=4, valores de p determinados mediante ANOVA de un factor, con prueba de Dunnett).

(E) Panel que detalla el potencial tumorigeno (nimero de tumores formados/nimero de
inyecciones) del nimero indicado de células EpCAM+Sca-1+ inyectadas en los flancos de ratones
desnudos atimicos. Las células fueron aisladas de tumores KPC y clasificadas segun la expresion de
CD133. Se muestra la frecuencia predicha (freq.) de CSC en funcion de las diluciones evaluadas
(valores de p determinados mediante analisis x2 utilizando el software ELDA). (F) Panel que detalla
el potencial de injerto secundario de células tumorales EpCAM+Sca-1+CD133+ y
EpCAM+Sca-1+CD133- aisladas de tumores parentales generados en (E). Se muestran las
frecuencias de CSC predichas (freq.) en funcién de las diluciones evaluadas (nimero de inyecciones
>5, valores de p determinados mediante andlisis x2 con el software ELDA). (G) Imagenes
representativas de microscopia confocal con triple tincion mediante anticuerpos contra EpCAM
(rojo), Sca-1(verde), CD133 (gris) y DAPI (marcador nuclear, azul). Panel superior: pancreas de un
raton KPC de 8 semanas en el que se observa metaplasia acino-ductal (ADM). Panel inferior: tumor
(PDAC) de un raton KPC de 16 semanas. Las puntas de flecha indican la poblacién triple positiva.
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2.3. Busqueda de genes que explicaran el "“blindaje’ de las CSCs frente a células T

° Comparamos el conjunto de genes expresados (transcriptoma) en las CSCs (EPCAM+S
CA1+CD133+) frente a las células tumorales no CSCs.

° Se realizaron andlisis de enriquecimiento de rutas (“Gene Set Enrichment Analysis”) y se
encontré que, ademads de las firmas genéticas tipicas de células madre, las CSCs presentan un
perfil elevado de genes asociados a la respuesta inmunitaria innata y a mecanismos de
escape inmunolégico.

° Entre los genes destacados con posible funcién de “protecciéon” inmunoldgica, identificamos
especialmente PGLYRP1 (también llamado TAG7), que estaba muy sobreexpresado en las
CSCs comparado con el resto de las células tumorales.

Figura 2 (siguiente pagina): Analisis transcriptomico de CSCs triple-positivos y validacion
de PGLYRP1 como marcador de CSC.

(A) Conjuntos génicos enriquecidos en el perfil transcriptémico de la poblacién
EpCAM+Sca-1+CD133+ (CSCs) en comparacién con el resto de las poblaciones (no-CSC), mostrando
un enriquecimiento en firmas génicas de células madre. Se muestran los valores -log(valor q FDR)
para cada via utilizando las firmas génicas publicadas indicadas, con un valor nominal de p<0,05y
FDR <15% (n=3 réplicas bioldgicas). (B) Graficas GSEA que muestran el enriquecimiento de las
firmas indicadas en la poblacion EpCAM+Sca-1+CD133+ (CSC) frente al resto de células tumorales
(no-CSQ). (C) Grafico tipo volcano que muestra los genes significativamente enriquecidos (en rojo)
en las CSCs EpCAM+Sca-1+CD133+ frente al resto de las células tumorales (n=3 réplicas bioldgicas).
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2.4.

2.5.

¢Qué es PGLYRP1 y por qué llama la atencion en el cancer de pancreas?

PGLYRP1 (Peptidoglycan Recognition Protein 1) es, en condiciones normales, una proteina
asociada al sistema inmune innato y a la defensa contra bacterias, especialmente en el
intestino.

En algunos estudios se habia visto que PGLYRP1 puede intervenir en procesos de apoptosis
(muerte celular) en cultivos de laboratorio, pero jamas se habia analizado su papel en el
PDAC.

Confirmamos por qPCR (una técnica para medir la cantidad de ARN) que el gen PGLYRP1
estaba muy activo en las CSCs. También, mediante citometria de flujo (un método para contar
y analizar caracteristicas de las células), verificamos que la mayoria de las CSCs triple positivas
mostraban PGLYRP1 en su superficie, mientras que las no CSCs tenian niveles muy bajos.

Experimentos de funcion: Pglyrp1 favorece la formacion de “esferas" y protege de
la muerte inducida por linfocitos T

Para estudiar el efecto de Pglyrp1 en las CSCs, se hicieron dos aproximaciones:

1. Sobreexpresion (OE): forzar a las células a producir mas Pglyrp1 de lo normal.

2. Silenciamiento / eliminacién (KO): reducir o eliminar la capacidad de producir Pglyrp1,
usando siRNA (ARN que “corta” el mensaje que produce la proteina) o CRISPR/Cas9
(técnica de edicion genética)

Resultados sobre la capacidad de “esferificacion’ (formar esferas en cultivo, indicador
de propiedades de células madre):

o Al sobreexpresar Pglyrp1 en células de ratén (linea KPCID11) y humanas (linea
Panc354), no cambid significativamente el nimero de esferas que formaban, pero si
crecieron mas

o Cuando se silenciaba o eliminaba Pglyrp1, las células perdian notablemente su capacidad de

formar esferas; las CSCs se volvian menos “potentes” para renovarse.

o Resultados sobre la sensibilidad a linfocitos T activados (células inmunitarias que matan
células tumorales):

o Las CSCs que producian mas Pglyrp1 resultaban mas resistentes al ataque de linfocitos T en

ensayos “in vitro” (en placas de cultivo), manteniendo mayor porcentaje de viabilidad tras
72 horas.

o En cambio, al reducir Pglyrp1, las células eran mucho mas susceptibles a ser eliminadas por los

linfoci tos T, lo que confirma que Pglyrp1 ayuda a las CSCs a “escapar” de la vigilancia
inmunitaria.
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Figura 3: Cuantificacion de células muertas (TO-PRO-3+) en la poblacién tumoral (mCherry+/BFP+)
para las células ID11 (izquierda) e ID95 (derecha), determinada por citometria de flujo y
representada como cambio medio relativo + SEM, estableciendo el WT como 1,0 (n=12 paraID11y
n=6 para ID95; los valores de p se determinaron mediante ANOVA unidireccional con prueba post
hoc de Tukey). Las célullas T se obtuvieron de los ganglios linfaticos y el bazo de tres ratones
donantes diferentes.

2.6. Mecanismo molecular: interaccion con receptores de muerte y proteinas asociadas

) Por estudios previos en otras células, se sabia que PGLYRP1 puede asociarse a la proteina
HSP70 (una chaperona molecular) y luego inducir apoptosis (muerte celular) al unirse al
receptor TNFR1 (receptor del factor de necrosis tumoral alfa, TNFa).

° Sin embargo, si PGLYRP1 no esta unido a HSP70, puede ocupar TNFR1 y bloquear asi que el
complejo PGLYRP1-HSP70 inducido por linfocitos T active la muerte celular. Es decir:

1. Linaje normal de muerte inducida: flos linfocitos T secretan PGLYRP1 unido a HSP70 —
esa pareja se une a TNFR1 en la célula tumoral — desencadena apoptosis.

2. Escape de las CSCs: las CSCs producen mucho Pglyrp1 “libre” que ocupa TNFR1 — el
complejo PGLYRP1-HSP70 (llegado de los linfocitos T) no puede unirse y no se activa la
apoptosis.

3. Papel de S100A4:otra proteina llamada S100A4 (secreta por las propias CSCs o por las
células estromales) se une a PGLYRP1 y HSP70 formando un “trimero” que tampoco deja
que PGLYRP1 se una a TNFR1. Asi, tanto la produccion de Pglyrp1 por las CSCs como la
presencia de ST00A4 en el microambiente dificultan la activacion del receptor de muerte
TNFR1.

@ Ademas, los tumores pueden atraer neutréfilos (otra clase de células inmunitarias), que también
liberan PGLYRP1. Cuando muchos neutréfilos llegan al tumor y liberan PGLYRP1, amplian esa
“proteccién” de las CSCs frente a la apoptosis. Al mismo tiempo, las CSCs secretan S100A4, que
potencia la formacién de redes extracelulares de neutréfilos (NETs) y la activacion de
monocitos/macréfagos en un bucle que favorece la supervivencia tumoral.
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2.7. Ensayos de anticuerpos contra Pglyrp1 en ratones

Se generaron clones de hibridomas en hamster que producian anticuerpos especificos
contra Pglyrp1 de raton.

Estos anticuerpos se administraron a ratones KPC (modelos que desarrollan PDAC) tres
veces por semana durante cuatro semanas, comparando el efecto con la quimioterapia
estandar (gemcitabina).

Resultado inesperado (negativo): a pesar de que los anticuerpos reconocian Pglyrp1 en
pruebas de laboratorio (Western blot), no se observé ninguna reduccién significativa en el
peso de los tumores de los ratones tratados con anti-Pglyrp1 respecto a los controles.Se
barajan varias explicaciones para este resultado:

1. Tal vez neutralizar Pglyrp1 en el animal no tenga un impacto biolégico real (es decir, no
sea suficiente por si solo).

2. Los anticuerpos generados no eran lo bastante efectivos para inactivar Pglyrp1 in vivo
(quiza solo funcionaban en pruebas de laboratorio pero no al inyectarlos en el raton).

3. Dado que el cancer de pancreas esta mal vascularizado (pocos vasos que lleven sangre
al tumor), tal vez los anticuerpos no llegaban en cantidad suficiente al interior del tumor
para hacer su efecto.

Como alternativa, se cred un nuevo modelo de ratén “condicional” (KPCP—/-) en el que el
gen Pglyrp1 estaba eliminado especificamente en el pancreas. Asi se comprobé si la
ausencia total de Pglyrp1 desde el origen afectaba el desarrollo del tumor.

En estos ratones KPCP—/—:
o No se detectaba Pglyrp1 en el pancreas (comprobando que el modelo funcionaba).

o Alas 14 semanas de vida, tenian menos lesiones precancerosas (PanINs) y menos
cancer de pancreas establecido que los ratones KPC con Pglyrp1 intacto.

Estos resultados indican que la eliminacion genética de Pglyrp1 frena el desarrollo y la
agresividad del cancer de pancreas en ratones, apoyando la idea de que targetear Pglyrp1
deberia tener un efecto positivo. Por ello se estan produciendo ahora anticuerpos
policlonales en conejo, con la esperanza de contar con herramientas mas potentes para los
ensayos futuros.

2.8. Implicaciones clinicas: Pglyrp1 como posible biomarcador

Ademas de estudiar la funcién de Pglyrp1 en el tumor, se quiso saber si el nivel de esta
proteina podia servir como marca en sangre para detectar o seguir la evolucion de la
enfermedad.
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Se midieron los niveles de Pglyrp1 (en pico gramos por mililitro) en suero de 99 pacientes
con PDACYy 27 controles sanos, todos procedentes del Hospital Ramén y Cajal.

Se observo un aumento muy significativo de Pglyrp1 en la sangre de los pacientes con
cancer de pancreas respecto a los controles.

Esto sugiere que Pglyrp1 podria emplearse como biomarcador de PDAC, aunque haria
falta confirmar si aparece también en estadios tempranos o en pacientes con factores de
riesgo (por ejemplo, historia familiar de PDAC.)

3. Hipotesis original y objetivos (metas planteadas al inicio)

El proyecto partia de la idea de que Pglyrp1 esta presente en las CSCs del cancer de
pancreas y que esta proteina les ayuda a “escapar” del sistema inmune. Para validar esto se
plantearon tres lineas principales de trabajo:

Validar el papel de Pglyrp1 en el escape inmunolégico:

o Silenciary sobreexpresar Pglyrp1 en células de PDAC (tanto de ratbn como humanas) y
comprobar en cultivos y en ratones si estas células se protegen o se vuelven mas
vulnerables al ataque de los linfocitos T.

2. Determinar el mecanismo molecular de proteccion:

o Saber si Pglyrp1 interacciona con la proteina S100A4 o con HSP70, y si esto afecta la
formacién del complejo que induce la muerte celular a través del receptor TNFR1.

3. Desarrollar anticuerpos contra Pglyrp1y probar su eficacia:

o Generar hibridomas (células que producen anticuerpos) que ataquen especificamente
Pglyrp1 en raton.

o Evaluar en modelos animales si estos anticuerpos, solos o junto a los tratamientos

habituales (por ejemplo, quimioterapia o anticuerpos anti-PD-L1), logran frenar el
crecimiento tumoral y las metastasis.

4. Detalles de los estudios y sus resultados

4.1. Expresion de PGLYRP1 en tumores y en células del sistema inmune

Con ratones KPC, se demostré que la expresion de PGLYRP1 aumenta a medida que
progresa la enfermedad.

Ademas, se observo que no solo las propias células tumorales expresan PGLYRP1, sino
que también algunas células inmunitarias infiltradas en el tumor, como los neutroéfilos,
muestran niveles altos. Esto sugiere que los neutréfilos pueden aportar Pglyrp1 al entorno
tumoral, reforzando la proteccién de las CSCs.
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4.2. Detalles del Aim 1: Sobreexpresion y silenciamiento de Pglyrp1
° Sobreexpresion (OE, "overexpression’’):

o Se transfectaron (introdujeron) vectores que aumentan la sintesis de Pglyrp1 en dos
lineas celulares: KPC ID11 (ratén) y Panc354 (humana).

o Con esa sobreproduccion, las células formaron esferas de mayor tamano (indicando

mayor potencial de crecimiento), aunque no aumenté el nimero de esferas. Esto

muestra que Pglyrp1 no influye en la frecuencia de las CSCs, pero si en su capacidad de
expansion.

° Silenciamiento/edicion genética (KO via CRISPR/Cas9 y siRNA):

o Al eliminar Pglyrp1, las células mostraron una fuerte caida en la capacidad de formar
esferas. Las CSCs perdian asi su principal rasgo de “autorenovacion”.

4.2.1. Ensayos de muerte inducida por linofocitos T

° Se pusieron en contacto las CSCs (con diferentes niveles de Pglyrp1) con linfocitos T
previamente activados.

° A las 72 horas se midio el porcentaje de células vivas:

o Células con Pglyrp1 sobreexpresado: mayor resistencia, mas porcentaje de
células vivas.

o Células con Pglyrp1 reducido o eliminado: mucha mas sensibilidad a la muerte
por linfocitos T.

Esto confirma el papel protector de Pglyrp1 frente al sistema inmune.

4.3. Detalles del Aim 2: Mecanismo molecular
° Hipotesis de trabajo:

1. Los linfocitos T secretan complejos PGLYRP1-HSP70 que, al unirse a TNFR1 en la célula
tumoral, desencadenan apoptosis.

2. Cuando las CSCs producen Pglyrp1 en gran cantidad, esta proteina sola se une a TNFR1y
bloquea el sitio donde iria el complejo PGLYRP1-HSP70 (proveniente de linfocitos T),
impidiendo la sefial de muerte.
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3. Adicionalmente, la proteina S100A4 que producen las células tumorales puede unirse a
Pglyrp1y HSP70, formando un “trimero” que tampoco deja que PGLYRP1 induzca
apoptosis. Por tanto, Pglyrp1y ST00A4 trabajan en conjunto para proteger a las CSCs de
la senal de muerte.

Papel de los neutroéfilos:

o Cuando los neutrd los llegan al tumor, pueden liberar Pglyrp1 (en forma de redes

extracelulares de neutré los, NETs). Esto crea un entorno aun mas protector para las
CSCs y favorece la activacion de monocitos/macréfagos que, paraddjicamente,
suelen contribuir a la progresiéon tumoral en el PDAC.

4.4. Detalles del Aim 3: Desarrollo de anticuerpos anti-Pglyrp1

Produccion de anticuerpos en hamster (hibridomas)

o

(o}

Se obtuvieron varios clones que producian anticuerpos contra Pglyrp1 de raton.

Se comprob6 mediante Western blot que, en condiciones de laboratorio, el
anticuerpo detecta la proteina Pglyrp1 recombinante y la presente en células
tumorales.

Ensayo in vivo en ratones KPC:

(o}

Ratones KPC con tumor ya establecido recibieron 500 pug de anticuerpo anti-Pglyrp1
por via intraperitoneal tres veces por semana, durante 4 semanas.

Como control, otro grupo recibié gemcitabina (la quimioterapia estandar) y se
comparé el peso del tumor al nal del experimento.

Resultado negativo: no hubo diferencia estadistica en el peso tumoral entre
ratones tratados con el anticuerpo y los controles. Incluso al aumentar la dosis y la
frecuencia de inyecciones, no se observo efecto sobre el crecimiento tumoral. o
Posibles explicaciones:

El bloqueo de Pglyrp1 en el raton no es su ciente para alterar la progresidon del PDAC.

Los anticuerpos generados no eran lo bastante potentes para neutralizar Pglyrp1
dentro del microambiente tumoral.

El tumor de pancreas tiene poca irrigacidon sanguinea, por lo que los anticuerpos no
alcanzan concentraciones utiles en su interior.

Generacion del modelo genético KPCT</+:

(o}

Se cruzaron ratones KPC con otros ratones en los que era posible eliminar
(condicionalmente) el gen Pglyrp1 en el pancreas.
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El resultado fueron ratones “KPCT—/-"que no producen Pglyrp1 en el tejido
pancreatico desde el nacimiento.

Observaciones en KPCT4/4:

Alas14semanasmostrabanmenoslesionesprecancerosas(PanINs)ymenostejido
canceroso (PDAC) que los KPC normales.

Estos hallazgos validan la hipétesis de que la ausencia de Pglyrp1 frena la
progresion y agresividad del cancer de pancreas.

4.5. Implicaciones clinicas y biomarcador

Se analizé la presencia de Pglyrp1 en el suero (sangre) de 99 pacientes con cancer de
pancreas y 27 personas sanas.

Los pacientes con PDAC tenian niveles de Pglyrp1 significativamente mas altos
que los controles sanos.

Esto indica que Pglyrp1 podria servir como un marcador de sangre para ayudar en el
diagndstico o seguimiento del cancer de pancreas, aunque haria falta hacer estudios
adicionales para determinar su utilidad en estadios tempranos o en casos hereditarios.

5. Conclusiones generales y perspectivas

1. Importancia de las CSCs en el PDAC:

o

o

Las células madre del cancer (marcadas como EPCAM+SCA1+CD133+) son
fundamentales en la agresividad y resistencia al tratamiento del adenocarcinoma de
pancreas.

Identificar y atacar estas CSCs es clave para lograr remisiones duraderas.

2. Papel clave de Pglyrp1 en el escape inmunolégico:

o

Pglyrp1 se muestra como una proteina sobreexpresada en las CSCs y también producida
por neutréfilos infiltrados en el tumor.

Funciona bloqueando el receptor de muerte TNFR1, impidiendo que los linfocitos T
activen la apoptosis en las CSCs.

Ademas, la interaccion de Pglyrp1 con ST00A4 y HSP70 en el microambiente tumoral
refuerza auin mas esa proteccion.

3. Posibilidades terapéuticas:

o Aunque los anticuerpos generados en este proyecto contra Pglyrp1 no lograron reducir

el tamafo tumoral en ratones KPC, la eliminacion genética de Pglyrp1 (en los ratones
KPCT—/-) siredujo la aparicion de cancer y metastasis.
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o Esto sugiere que, si se consigue un anticuerpo o una molécula pequena suficientemente
eficaz que llegue bien al tumor, bloquear Pglyrp1 podria ser una estrategia terapéutica
vélida para reforzar la inmunoterapia (o combinarse con la quimioterapia y los
anticuerpos anti-PD-L1).

o0 Actualmente se estan desarrollando anticuerpos policlonales en conejo con la esperanza
de lograr mas eficacia “in vivo”.

4. Pglyrp1 como biomarcador de PDAC:

o El hallazgo de niveles elevados de Pglyrp1 en sangre de pacientes con cancer de
pancreas abre la posibilidad de usarlo como marcador diagnostico o de seguimiento.

o Habra que determinar su sensibilidad y especificidad en estudios mas amplios, asi como
verificar si se eleva en fases muy tempranas del tumor o en casos hereditarios.

5. Lineas futuras de investigacion:
o Seguir analizando el microambiente tumoral para entender mejor el papel de neutréfilos
y macroéfagos que, influenciados por Pglyrp1y S100A4, pueden favorecer la progresion

del cancer.

o Buscar combinaciones de anticuerpos y quimioterapia/inmunoterapia que potencien la
presentacion de antigenos y permitan al sistema inmune reconocer y destruir las CSCs.

o Investigar si hay otros receptores de escape en las CSCs que trabajen junto a Pglyrp1 para
mantener su resistencia.

o Extender el estudio del biomarcador a poblaciones mas amplias de pacientesy a

aquellos con pancreatitis cronica u otros factores de riesgo, para valorar su uso en
deteccién precoz.
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INVESTIGADORA PRINCIPAL: Carmen Guerra

Introduccion:

El cancer de pancreas es uno de los tipos de cancer mas letales. A diferencia de otros tumores, sus
tasas de incidencia y mortalidad han aumentado en los ultimos afos. Se trata de un cancer que, en
la mayoria de los casos, se diagnostica en etapas avanzadas, cuando ya hay metastasis (extensién a
otros 6rganos), lo que reduce drasticamente las posibilidades de tratamiento exitoso.

Ademas, no existen buenos métodos para detectarlo de manera temprana, y los tratamientos
actuales apenas han cambiado en los ultimos 20 anos. FArmacos como la gemcitabina, aunque se
han utilizado ampliamente, apenas aumentan la supervivencia en cuestion de semanas. Las
combinaciones con otros medicamentos tampoco han logrado avances significativos.

Frente a este panorama, la comunidad cientifica ha centrado sus esfuerzos en entender mejor
como se desarrolla este tipo de tumor, para poder encontrar nuevas formas de combatirlo.
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Figura 1: Ejemplo de un corte histolégico de un tumor de pancreas de ratén.

El tumor esta delimitado por lineas intermitentes. Las células tumorales estan marcadas en marrén
(expresan un marcador de células ductales: citoqueratina 19). Como se ve en la imagen, estas
células tumorales estan rodeadas por células que no expresan este marcador, que son
principalmente fibroblastos.

{Qué hace unico al cancer de pancreas?

Una de las caracteristicas mas llamativas del adenocarcinoma pancreatico (el tipo mas comun de
cancer de pancreas) es su composicion. No esta formado solo por células tumorales, sino que
contiene un componente llamado estroma, que puede representar mas del 90% del tumor (Figura
1). Este estroma esta compuesto por:

) Fibroblastos (un tipo de célula que produce fibras y colageno)
° Células inmunes (como los macréfagos)
° Una densa red de proteinas y otros componentes que dificultan la entrada de farmacos y

de células defensivas del organismo

El estroma no solo protege al tumor, sino que también lo alimenta y lo ayuda a crecer. Por eso, se
ha convertido en un objetivo clave para el desarrollo de nuevas terapias.

Un nuevo enfoque: atacar al estroma

Durante mucho tiempo, se pensé que lo mejor era eliminar el estroma para facilitar el
tratamiento. Sin embargo, varias investigaciones demostraron que hacerlo puede resultar en
tumores aun mas agresivos. jPor qué? Porque algunos elementos del estroma también ayudan a
contener el crecimiento del tumor.

Por eso, en lugar de eliminar el estroma, se busca "reprogramarlo", es decir, modificarlo
para que deje de colaborar con el tumor y se convierta en un aliado de la terapia.

Nuestro modelo de estudio

Para poder estudiar estas complejas interacciones, hemos trabajado con modelos experimentales
muy avanzados:

L Ratones modificados genéticamente que desarrollan tumores pancreaticos muy
similares a los humanos.

° Organoides, que son pequefas réplicas de tumores humanos cultivadas en el laboratorio, y
que permiten ensayar tratamientos de forma muy precisa.
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Un hallazgo prometedor: el gen Saa3

En nuestro laboratorio quisimos estudiar los fibroblastos del estroma tumoral, los CAFs, que
juegan un papel clave en ayudar al tumor a crecer. Al comparar los fibroblastos de tumores de
pancreas (CAFs) y los fibroblastos normales de pancreas (NP) encontramos genes que estaban
diferencialmente expresados en los tumores. El que se encontraba mdas elevado era el gen Saa3
(Figura 2).

Pdncreas Normal

bk
FACS
(PDGFRa +)
Fibroblastos del pdncreas Fibroblastos asociados al
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Figura 2: Hemos realizado un estudio comparativo de los fibroblastos normales (NPF) del
pancreas y de fibroblastos de tumores de pancreas (CAFs). Estos fibroblastos se aislaron por
citometria (FACS), estudiando los fibroblastos que expresaban un marcador relacionado con la
inflamacion: PDGFRa. De este estudio comparativo se obtuvo un listado de genes
diferencialmente expresados. En rojo (altos niveles de expresion). En azul (bajos niveles de
expresion). Saa3 estaba muy elevado en CAFs.

Este gen se asocia a procesos inflamatorios y al cdncer. Lo mas interesante es que:

° Saa3 es casi exclusivo de los CAFs tumorales, no aparece en fibroblastos normales
[ Su presencia esta relacionada con mayor crecimiento tumoral
° Cuando bloqueamos este gen en los CAFs, los tumores se hacen mas pequeiios
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Ademas, identificamos que Saa3 actua a través de otra proteina llamada Mpp6, presente en la
membrana de estas células. Al interrumpir esta relacién, se reduce notablemente el efecto
negativo del estroma sobre la evolucién del tumor.

iQué ocurre en humanos?

En humanos, el gen equivalente a Saa3 se llama SAA1. Descubrimos que:

° SAAT también se encuentra sobreexpresado en fibroblastos tumorales humanos (segun
datos de bases como The Cancer Genome Atlas)

[ Los pacientes con mas SAAT en sus tumores tienen peor prondstico

° SAAT parece funcionar de forma similar a Saa3 en los modelos de ratén, lo que refuerza
su potencial como diana terapéutica

;Qué estudiamos gracias a este proyecto?

Basandonos en lo anteriormente expuesto y en nuestros datos previos nuestros objetivos eran
seguir avanzando en tres direcciones:

1. Estudiar en profundidad el papel de Saa3, no solo en fibroblastos (CAFs), sino también
en macréfagos, otro tipo de célula presente en el estroma que también expresa este gen en
niveles muy altos.

2. Hemos desarrollado ratones modificados en los que podamos eliminar Saa3 de forma
especifica en los CAFs, en los macréfagos o en todo el cuerpo, para ver qué estrategia

terapéutica ofrece mejores resultados.

3. Validar nuestros hallazgos en organoides de tumores humanos, para confirmar que
lo que observamos en ratones también se aplica en tumores humanos.

Resultados principales

® Identificamos al gen Saa3/SAA1 como un nuevo actor clave en el estroma del cancer
de pancreas.

® Bloquear Saa3 en fibroblastos tumorales reduce de forma notable el tamano del tumor.

° La accién de Saa3 estd mediada por una proteina especifica (Mpp6), lo que ofrece una via
concreta para el desarrollo de nuevos tratamientos.

° Los resultados se observaron tanto en modelos animales como en tumores humanos, lo
que refuerza la aplicabilidad clinica.
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Conclusiones

Nuestro estudio refuerza la idea de que el estroma es un componente activo que influye
decisivamente en su desarrollo y en la resistencia a tratamientos.

° En lugar de eliminarlo, se puede reprogramar para frenar el avance del cancer.
° Genes como Saa3 (en raton) o SAA1 (en humanos) representan nuevas dianas
terapéuticas que pueden abrir el camino a tratamientos mas eficaces y personalizados

para el cancer de pancreas.

° Este enfoque, centrado en el microambiente tumoral, podria finalmente ofrecer una salida a
una enfermedad que hoy en dia tiene muy pocas opciones efectivas.

Impacto y proyeccién futura

El cdncer de pancreas sigue siendo uno de los mas dificiles de tratar. Este proyecto aporta una
nueva perspectiva centrada en el entorno que rodea al tumor, no en el tumor en si.

Si conseguimos modular el estroma para que deje de apoyar al cancer, y al mismo tiempo
facilitar el acceso de los tratamientos y del sistema inmunitario, podriamos lograr avances
significativos.

Nuestros resultados sientan las bases para desarrollar nuevos farmacos o terapias combinadas que

actuen sobre el eje Saa3/Mpp6 o SAA1/MPP6, con el objetivo de mejorar la supervivencia de
los pacientes con esta enfermedad tan agresiva.
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Grupo de Epidemiologia Genética y Molecular (GMEG)

Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas (CNIO)

La financiacién procedente de la beca C.Delgado/M. Perez concedida el afio 2018 ha apoyado e
impulsado la linea de invesPgacion sobre cancer de pancreas, microbioma y metaboloma del
GMEG.

En concreto, la ayuda econdmica se uPlizé para completar la recogida, procesamiento y almacenaje
de las muestras del estudio PanGen-Mic con las que se han llevado a cabo varias determinaciones y
andlisis en colaboracion con los laboratorios de los profesores:

Peer Bork, Unidad de Biologia Estructural y Computacional, Laboratorio Europeo de Biologia
Molecular (EMBL), Heidelberg, y Departamento de Bioinformatica, Biocentro, Universidad de
Wiurzburg, Wirzburg, Alemania

Xavier Correig, Laboratorio Interdisciplinario de Metaboldmica, Departamento de Ingenieria
Electrénica, Universitat Rovira i Virgili, Tarragona, e Institut d’Investigacio Sanitaria Pere Virgili (ISPV),
Reus, Espana.

Asimismo, estos recursos econdmicos permiPeron al estudiante de doctorado Francisco (Fran)
Jurado atender y presentar su trabajo en reuniones cieneficas, lo que ha permiPdo completar su
formacion.

Los principales resultados cieneficos derivados de la ayuda son:

1. Tesis doctoral de Fran Jurado que sera depositada después de verano y defendida a finales del
2025 en el Programa de Doctorado Epidemiologia y Salud Publica de la Universidad Auténoma
de Madrid con el etulo “Integracion de datos microbioldgicos, metabolomicos y
epidemioldgicos en la prediccion del riesgo de cancer de pancreas.”

2. Areculo cienefico 1. Una firma de microbiota fecal con alta especificidad para el cancer de
pancreas Kartal E, Schmidt TSB, Molina-Montes E, Rodriguez-Perales S, Wirbel J, Maistrenko OM,
Akanni WA, Alashkar Alhamwe B, Alves RJ, Carrato A, Erasmus HP, Estudillo L, Finkelmeier F,
Fullam A, Glazek AM, Gomez-Rubio P, Hercog R, Jung F, Kandels S, Kersting S, Langheinrich M,
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Marquez M, Molero X, Orakov A, Van Rossum T, Torres-Ruiz R, Telzerow A, Zych K; MAGIC Study
investigators; PanGenEU Study investigators; BenesV, Zeller G, Trebicka J, Real FX, Malats N*, Bork
P*. A faecal microbiota signature with high specificity for pancreatic cancer. Gut
2022;71(7):1359-1372. doi: 10.1136/gutjnl- 2021-324755. (* co-senior authors)

Gut es una revista de alto impacto en el campo de la Gastroenterologia. Su factor de impacto en el
ano de bublicacion del articulo (2022) fue de 23.06. La revista galardoné el articulo como GutTop
Paper 2022 por el alto niUmero de citaciones cieneficas. Ademas, el areculo tuvo mucha repercusiéon
mediaPca a nivel nacional, europea y en Sudamérica.

3. Articulo cientifico 2. Integracion de perfiles metabolomicos multicapa de suero, heces
y orina para la prediccion del riesgo de cancer de pancreas.
Jurado F, Cumeras R, Sabroso-Lasa S, Amigé N, Alonso L, Lépez de Maturana E, Molina- Montes
E, Molero X, Carrato A, Real FX, Correig X*, Malats N*, on behalf of the PanGenEU invesggators.
(* co-senior authors)
El manuscrito se encuentra en revision en GUT.

4. Articulo Cientifico 3. Microbiota oral y fecal asociada al riesgo y pronéstico del cancer de
pancreas.
Jurado F, Molina E, Kartal E, Alonso L, Schmidt TSB, Estudillo L, Gémez-Rusbio P, Sabroso S,
Lépez de Maturana E, Calle ML, Molero X, Carrato A, Real FX, Bork P*, Malats N*, on behalf of
the PanGenEU Study invesggators. (* co-senior authors)

Existe un borrado final del manuscrito que se va a someter para publicacién en las proximas
semanas.

5. Analisis preliminares sobre las correlaciones entre el microbioma y el metaboloma en el
contexto del adenocarcinoma ductal pancreatico.
Francisco Jurado, Lola Alonso, Sergio Sabroso, Evangelina Lopez de Maturana, Esther
Molina-Montes, Paco Real, Nuria Malats.

6. Analisis preliminares sobre cambios en el viroma en el cancer de pancreas: nuevos
conocimientos de la metagendémica no dirigida.
Pablo Villoslada-Blanco, Lola Alonso, Francisco Jurado-Rueda, Nuria Malats.

A continuacion, detallo estas contribuciones:

Tesis Doctoral Fran Jurado. Integracion de datos microbiolégicos, metabolémicosy
epidemioldgicos en la prediccién del riesgo de cancer de pancreas

Fran Jurado consiguié una Ayuda para Contratos de Predoctorales para la formacién de Doctores
del Ministerio de Ciencia e Innovacion (FPI, PRE-C-2020-0021) para realizar su tesis. Esta se enmarca
en el estudio de la poblacién de riesgo para desarrollar cancer de pancreas uPlizando datos émicos
y no édmicos. En concreto, en la tesis se exploran e integran los marcadores derivados del
microbioma oral y fecal y el metaboloma de suero, orina y fecal en relacién a la asociacién y
prediccion del riesgo de desarrollar cancer de pancreas.
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Los objetivos especificos de la tesis son: (1) Asociar el riesgo de Adenocarcinoma ductal de
pancreas (PDAC) con perfiles microbianos y metabdlicos individuales especificos. (2) Asociar
perfiles microbianos y metabdlicos especificos con las condiciones y exposiciones del huésped.
(3) Explorar la asociacién de la integraciéon microbiana y metabdlica con el riesgo de cancer de
pancreas. (4) Predecir el riesgo de cancer de pancreas en funcién de las firmas/puntuaciones de
microbios y metabolitos. (5) Mejorar la precision de la prediccién mediante la combinacién de
capas micro y metabolémica complementarias.

Fran ha cumplido con creces los objetivos previstos en su doctorado. El nivel de aprovechamiento
ha sido muy alto con resultados relevantes. Entre los logros conseguidos también estan la
publicacién de un areculo en BioinformaPcs Advances (2023) (PMID: 36874954), la sumisidn de un
areculo en GUT (IF: 25,8) sobre metaboloma que esta en revision, el borrador final del articulo
sobre microbioma que estd a punto de someterse a publicacion, los resultados avanzados sobre
integracién metaboloma-microbioma, el borrador avanzado de su tesis doctoral.

Entre las actividades realizadas por Fran durante su doctorado se encuentran el Master en
Bioinformatica (UAM) y Master en métodos estadisticos (UCM), La presentacién de los resultados
derivados de su actividad cienefica en 20 reuniones cieneficas nacionales e internacionales, una
estancia de 1 mes en un centro colaborador experto en metabolémica en la Universidad Rovira y
Virgili en la que se formo sobre los pasos de preprocesamiento y requerimientos para la
Cromatografia gaseosa y Liquida, seguida de la Espectrometria de Masas y con la tecnologia de
Resonancia Magnética Nuclear. Los datos cuantificados en esta fase forman parte vital del tercer y
cuarto objectivo de esta tesis.

Durante su doctorado, Fran ha ido adquiriendo las habilidades necesarias para la consecucion de
su investigacion. No solamente el Master en Bioinformatica (UAM) le ha provisto de las
herramientas requeridas para la interpretacion de resultados bioldgicos segun la informacién
procedente de grandes bases de datos publicas, también el Master en estadisPca (UCM) le ha
permitido asentar las bases para llevar a cabo andlisis estadisticos sofisticados en relacién a la
integracion de datos émicos y no-6micos.

En conclusion, Fran ha llevado a cabo su doctorado de forma excelente demostrando ser un
investigador independiente para poder realizar un postdoctorado en un grupo de referencia
internacional. La tesis doctoral del Fran esta a punto de ser terminada y depositada. Tenemos
previsto que su defensa sea a finales del 2025.

Articulo cientifico 1. Kartal E, Schmidt TSB, Molina-Montes E, et al. Gut 2022.

Evidencias previas apuntaban al papel del microbioma en la etiologia y progresion del cancer de
pancreas. En este estudio pretendiamos explorar la microbiota fecal y salival como posibles
biomarcadores diagnosticos del cancer de pancreas. Para ello llevamos a cabo la secuenciacion
metagendmica de shotgun y de amplicones del ARNr 16S en muestras de un estudio de casos y
controles espanol (n=136), que incluy6 57 casos con cancer de pancreas, 50 controles y 29 pacien-
tes con pancreatitis cronica en la fase de descubrimiento, y de un estudio de casos y controles
aleman (n=76), en la fase de validacion.
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Los clasificadores metagendmicos fecales tuvieron un rendimiento mucho mejor que los basados en
saliva e identificaron casos de cancer de pancreas con una precisién de hasta AUROC=0,84
basandose en un conjunto de 27 especies microbianas, con una precisidn estable tanto en estadios
precoces como tardios de la enfermedad. El rendimiento mejord auin mas hasta AUROC=0,94 AUROC
cuando combinamos nuestras predicciones basadas en el microbioma con los niveles séricos del
antigeno carbohidrato (CA) 19-9, el Unico biomarcador diagndstico no invasivo de cancer de
pancreas, aprobado por la FDA y de baja especificidad. Ademas, un modelo de clasificacion
restringido a especies enriquecidas en cancer de pancreas fue altamente especifico de la
enfermedad cuando se validé contra 25 poblaciones con estudio metagenémico disponibles
publicamente para diversas afecciones de salud (N = 5792). Ambos modelos basados en el
microbioma tuvieron una alta precision de prediccién en una poblacién de validacién alemana
externa (N = 76). Varias especies de marcadores fecales fueron detectables en tejido pancreatico
tumoral (Figura 1) y no tumoral mediante secuenciacion de ARNr 16S e hibridacién in situ con
fluorescencia.

En conjunto, nuestros resultados indicaron que es posible realizar un cribado no invasivo, robusto
y especifico basado en la microbiota fecal para la detecciéon temprana del cancer de pancreas.

Articulo cientifico 2. Jurado F, et al. (en revisidon en Gut)

Estudios preliminares han destacado el valor del metaboloma de biofluidos para predecir el riesgo
de cancer de pancreas por lo que, en este estudio quisimos Identificar las caracteristicas del
metaboloma a partir de matrices multicapa (suero, heces, orina) asociadas con el riesgo de cancer
de pancreas y crear un modelo metabolémico integrador para definir la poblacion de alto riesgo de
cancer de pancreas.
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Para ello seleccionamos un subconjunto de la poblacién del estudio PanGenEU en funcién de la
disponibilidad de muestras de suero, orina y heces, compuesto por un total de 60 casos de cancer
de pancreas y 56 controles emparejados por edad, sexo y hospital. Los datos del metaboloma sérico
se generaron mediante cromatografia liquida/gas-espectrometria de masas, y los de metabolémica
de orina y heces mediante espectrometria de resonancia magnética nuclear. Se ajustd una regresiéon
LASSO para la seleccion de caracteristicas y estimamos el rendimiento de los modelos de cada capa
y del modelo integrador. El AUC, validado internamente, se utilizé para evaluar la capacidad
predictiva.

Se observo una correlaciéon importante entre metabolitos de las diferentes capas (Figura 2). Se
seleccionaron 20 metabolitos en el modelo GC-MS (AUC = 0,84; DE = 0,08). Los modelos LC-MS
lipidico y acuoso incluyeron seis metabolitos (AUC = 0,79; DE = 0,08) y 12 metabolitos (AUC = 0,81;
DE = 0,07), respectivamente. El modelo fecal se compuso de hasta seis metabolitos (AUC = 0,66; DE
=0,10) y el modelo urinario, de ocho metabolitos (AUC = 0,51; DE = 0,11). El modelo integrativo de
cinco ensayos, que combina todos los metabolitos mencionados, alcanzé un AUC = 0,85 (DE = 0,08).

Este es el primer estudio que compara y combina metabolitos de suero, heces y orina para predecir
el riesgo de cancer de pancreas. La capacidad predictiva del perfil derivado del ensayo GC-MS fue
similar a la de la combinacién de los otros ensayos, lo que indica su potencial traslacional para lograr
rentabilidad y simplicidad.

Total number of significant
metabolites correlations adjusted
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Articulo cientifico 3. Jurado F, et al. (borrador final a punto de ser somegdo)

Se estima que el cancer de pancreas se convertira en el segundo tipo de cancer mas mortal para el
ano 2030. Diversos factores de riesgo, como la edad, la pancreatitis y el estilo de vida, aumentan el
riesgo del cdncer de pancreas. Sin embargo, estos factores no son lo suficientemente eficaces como
para implementar intervenciones preventivas. Estudios preliminares apuntan al papel del
microbioma en el desarrollo del cadncer de pancreas. Por lo tanto, nuestro objetivo principal fue
construir un modelo predictivo temprano de riesgo para cancer de pancreas basado en la
microbiota oral y fecal, ademas de incluir datos epidemioldgicos para identificar una poblacion de
alto riesgo.

Se generaron datos de ARNr 16S de la poblacion PanGenEU-Mic. En total, 454 sujetos
proporcionaron muestras orales, ademas de una subpoblacion de 117 sujetos que proporcionaron
una segunda muestra fecal. Se ajusté un modelo de regresidn bayesiana basado en Kernels (RKHS)
para obtener la puntuacién de riesgo integrada. Todos los analisis se corrigieron por sexo, edad,
centro, grupo y diabetes. La sensibilidad (SEN), la precision media (MA) y el area bajo la curva (AUC)
fueron las estimaciones implementadas para las comparaciones.

Una validacion cruzada interna de 10 veces k-folds arrojé una SEN = 0,57 y una MA = 0,57 para el
microbioma oral, y una SEN = 0,57 y una MA = 0,67 para el microbioma fecal. El AUC basado en el
microbioma fecal fue de 0,794, y la combinacién de ambos microbiomas no la mejoré (AUC =
0,787). Al incluir la pancreatitis crénica en el grupo control, las tres estimaciones disminuyeron. La
segregacion de sujetos en cuartiles y el ajuste de los limites de decision aumentaron la MA=0,92y
la SEN =0,84.

El microbioma fecal demostré superar la capacidad predictiva del microbioma oral y de la
combinacién de microbiomas.

Andlisis preliminares sobre las correlaciones entre el microbioma y el metaboloma en el
contexto del adenocarcinoma ductal pancreatico.

El microbioma es un mosaico complejo de microbios que influyen en numerosos procesos
corporales. Se ha vinculado a diferentes tipos de cancer. Paralelamente, los metabolitos son
generados por el microbioma y pueden influir en su composicién. Se cree que esta red dindmica y
multifacética de interacciones influye en el riesgo de cancer. En este estudio pretendiamos
dilucidar las asociaciones e interacciones entre comunidades microbianas especificas y los perfiles
de metabolitos.

Se selecciond a poblaciéon PanGen-Mic en funcién de la disponibilidad de muestras orales, de
sangre, orina y heces, con 44 casos de cancer de pancreas y 38 controles hospitalarios. Todos los
sujetos contaban con datos metaboldmicos generados mediante ensayos de RMN para cuantificar
la concentracion de metabolitos en heces (25 metabolitos) y orina (25 metabolitos), y mediante
cromatografia liquida/gas para cuantificar los metabolitos séricos (470-2000 metabolitos). Se
procesaron muestras orales y fecales para extraer y secuenciar el 16S bacteriano (250 y 290 ASV,
respectivamente).
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Se evaluaron las asociaciones entre la abundancia de bacterias individuales y la cantidad de
metabolitos individuales mediante modelos lineales ajustados (paquete GLM), con analisis de
sensibilidad adicionales que incorporaron la diversidad alfa de Shannon para explorar el impacto
de la ecologia microbiana.

Las interconexiones mas fuertes se observaron entre los metabolitos séricos lipidicos y acuosos,
abarcando hasta el 80% de las caracteristicas en ambos ensayos (58.711 asociaciones
significativas). Solo se encontraron cuatro correlaciones significativas entre los metabolitos
urinarios y fecales, lo que representa el 0,6% de todas las combinaciones analizadas. Las
correlaciones positivas fueron mas frecuentes que las negativas en todos los tipos de muestra.
Cabe destacar que todas las asociaciones entre los microbiomas orales y fecales fueron positivas, lo
gue indica un aumento conjunto de especies distintas en la boca y el intestino. Los datos
preliminares sugieren que la diversidad microbiana influye en las interacciones entre el
microbioma y el metaboloma, lo que podria afectar el riesgo de cancer en el huésped.

El papel del microbioma en el riesgo de cancer ya no debe considerarse un factor lineal Unico. La
intrincada red de interacciones entre el microbioma y el metaboloma requiere métodos
computacionales sofisticados y una interpretacién matizada para comprender plenamente sus
implicaciones que estamos explorando actualmente.

Andlisis preliminares sobre cambios en el viroma en el cancer de pancreas: nuevos
conocimientos de la metagendmica no dirigida.

La microbiota humana desempena un papel crucial en la salud y la enfermedad, incluido el cancer.
Diversos estudios han descrito alteraciones de la microbiota intestinal y oral en el cancer de
pancreas, aunque la mayoria se ha centrado en bacterias, mientras que la fraccion viral permanece
en gran parte inexplorada. En este estudio, investigamos el viroma fecal y salival de pacientes con
cancer de pancreas.

Para ello, analizamos muestras de 43 pacientes con cancer de pancreas, 11 con pancreatitis crénica
y 41 controles hospitalarios mediante metagendmica shotgun. Tras el control de calidad y la
eliminacion de las lecturas del huésped y de las bacterias, se ensamblaron y “desreplicaron” los
“contigs” virales mediante el pipeline ViPER. La taxonomia se asign6é con DIAMOND, BLASTny
VirSorter2. Posteriormente, evaluamos las métricas de diversidad, el estilo de vida de los fagos, la
abundancia de Crassvirales y las predicciones del huésped.

En muestras fecales, los pacientes con cancer de pancreas mostraron una riqueza de fagos
significativamente menor que los controles y los pacientes con pancreatitis crénica. La diversidad
beta de las comunidades de fagos difirié entre el cAncer de pancreas y los grupos control y
pancreatitis crénica. Varios fagos (p. ej., Malgrandaviricetes) mostraron una abundancia diferencial
entre los grupos. Las muestras de cancer de pancreas presentaron menos fagos lisogénicos y
presencia de Crassvirales. Los fagos que se predijo que infectarian hospedadores bacterianos
especificos difirieron entre los pacientes con cancer de pancreas y los controles en multiples
niveles taxonémicos. En saliva, solo unos pocos fagos, y los fagos dirigidos a hospedadores
bacterianos especificos, difirieron entre el cdncer de pancreas y los controles. Las lecturas virales
eucariotas fueron consistentemente bajas tanto en muestras fecales como salivales.
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Este estudio es uno de los primeros en perfilar el viroma fecal y salival en el cancer de pancreas
mediante metagendmica shotgun sin enriquecimiento viral. Nuestros hallazgos resaltan los
cambios en el viroma en el PDAC, lo que justifica una mayor exploraciéon de biomarcadores
basados en fagos para el cdncer de pancreas.

En conjunto, haber tenido podido disponer de esta ayuda econémica ha permiPdo consolidar una
linea de invesPgacién muy prometedora en el grupo. Ello ha permiPdo formar a un estudiante de
doctorado, realizar contribuciones cieneficas relevantes en el campo del cancer de pancreasy
establecer colaboraciones con cieneficos de renombre a escala nacional e internacional.

Con todo ello nuestra valoracién del impacto de la Beca C. Delgado y M Pérez-Mateo en el GMEG es

de excelente lo que se afnade al honor de haber sido galardonados con esta Beca. Agradecemos
enormemente a ACANPAN y AESPANC el habernos concedido la mencionada ayuda.
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Eva C. Vaquero:

La Dra. Eva C. Vaquero Raya es especialista en
Aparato Digestivo y doctora en Medicina por la
Universidad de Barcelona. Trabaja en el Hospital
Clinic de Barcelona, donde es referente en
enfermedades pancreaticas.

Tras una estancia postdoctoral en Los Angeles, se
formé en investigacién basica en modelos
experimentales de pancreatitis y cancer de
pancreas. Compagina su labor clinica con la
investigacion traslacional en el grupo de Oncologia
Gastrointestinal y Pancreatica del IDIBAPS, y es
miembro del CIBEREHD.

Ha contribuido de forma destacada al estudio del
papel de las células estrelladas pancredticas y
actualmente lidera una linea experimental centrada
en nuevas dianas terapéuticas. Ha sido presidenta
de la Societat Catalana de Pancrees y cuenta con
una extensa produccion cientifica sobre patologia
pancreatica y participacion en guias clinicas y
documentos de consenso sobre cancer de pancreas
y pancreatitis aguda y crénica.
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TITULO:

Intervencidn farmacoldgica sobre el patron fibroinflamatorio
asociado al desarrollo de cancer de pancreas.

INVESTIGADORA PRINCIPAL: Eva C. Vaquero

Equipo investigador: Lida Torrens, Veronica Villagrasa, Manuel Dominguez, Mario Corbacho,
Cristina Fillat, Xavier Molero

Centro: Hospital Clinic - IDIBAPS - CIBEREHD

Objetivo: Frenar el cancer de pancreas desde su origen: cdmo controlar el entorno que lo favorece.

Resumen

Este proyecto explora una estrategia de prevencion temprana del cancer de pancreas, centrada en
su entorno tumoral. Partimos de la hipotesis de que ciertas condiciones de riesgo -como la
mutacién en el gen KRas y una dieta rica en grasas- inducen una activacion precoz de las células
estrelladas pancredticas (CEPs), que favorece la aparicién de lesiones precursoras del cancer.

Observamos que, en este contexto, las células acinares presentan una mayor predisposicion a iniciar
el proceso de metaplasia acino-ductal (MAD), un cambio de identidad celular considerado una
etapa temprana en la transformacion tumoral. Utilizando modelos de cancer de pancreas en ratones
genéticamente modificados y estudios con células aisladas y acinares, demostramos que dos
farmacos antifibroticos (nintedanib y pirfenidona) son capaces de modular tanto el
comportamiento del estroma como la propensién epitelial a desarrollar MAD. Estos hallazgos
sugieren que intervenir en el microambiente tumoral desde sus fases iniciales podria ser una via
prometedora para frenar la progresién del cancer de pancreas.

Antecedentes

Antes de que aparezcan las primeras células tumorales en el pancreas, ya se estan produciendo
cambios profundos en su entorno. El lamado estroma pancreatico -un tejido compuesto por
fibroblastos, células inmunes, vasos y matriz extracelular- no es un simple acompanante del cancer,
sino un actor activo en su desarrollo. Entre sus componentes, las células estrelladas pancreaticas
(CEPs) tienen un papel central: en estado normal estan inactivas, pero cuando se activan, secretan
sefales que promueven inflamacién, remodelacién tisular y crecimiento celular.
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Este proceso de activacidon no es aleatorio. Se ha observado que mutaciones en el gen KRas
—presentes con gran frecuencia en el cdncer de pancreas, pero también en ciertas condiciones
como la pancreatitis crénica o incluso en personas sanas de edad avanzada— alteran el
comportamiento de las células epiteliales pancredticas. Estas, a su vez, pueden emitir sefales que
modulan el entorno estromal, promoviendo la activacion de las CEPs. Por si sola, la mutacién en
KRas rara vez es suficiente para causar un tumor. Sin embargo, factores anadidos como una dieta
rica en grasas, el tabaquismo o procesos inflamatorios pueden actuar como “segundos golpes” que
potencian su efecto oncogénico, creando un contexto favorable para la transformacién tumoral.

En fases muy tempranas de este proceso, incluso antes de que exista un tumor visible, se producen
fendmenos como la metaplasia acino-ductal (MAD), donde las células acinares del pancreas
cambian su identidad hacia un fenotipo ductal. Esta transformacion es, en parte, reversible. Sin
embargo, si ocurre en un entorno alterado, con estroma activado y sefales proinflamatorias, puede
dar lugar a lesiones precancerosas que progresen hacia un cancer invasivo.

Durante mucho tiempo se pensé que las CEPs formaban un grupo homogéneo, pero
investigaciones recientes han demostrado que existen subtipos con funciones muy distintas:
algunas favorecen la inflamacién, otras contribuyen al depésito de matriz fibrética, y otras pueden
alterar la respuesta inmune. Esta heterogeneidad funcional abre nuevas posibilidades para
intervenir en el estroma de manera mas precisa, sin eliminar por completo sus funciones
beneficiosas.

Este marco conceptual plantea una pregunta clave: ;es posible actuar sobre el estroma en esta fase
inicial, antes de que aparezca un tumor, y modificar el comportamiento de las CEPs para frenar el
proceso? En este proyecto abordamos esta cuestiéon evaluando el efecto de dos farmacos
antifibréticos —nintedanib y pirfenidona— ya utilizados en el tratamiento de la fibrosis pulmonar.
Queriamos entender si estos medicamentos podian reducir la activacion del estroma en un
contexto de alto riesgo tumoral inducido por KRas y dieta obesogénica, y asi bloquear los
primeros pasos hacia el desarrollo del cdncer de pancreas.

Objetivos del proyecto

El objetivo general del proyecto fue evaluar si un tratamiento antifibrético pueden ‘desactivar’las
células estrelladas pancreaticas (CEPs), ayudandolas a recuperar su estado inactivo y saludable, y si
esta intervencion puede frenar el desarrollo de lesiones precursoras del cdncer de pancreas.

Los objetivos especificos fueron

° Evaluar como factores asociados al desarrollo de cadncer de pancreas, como el oncogén
KRas y la dieta obesogénica, promueven la activaciéon de las células estrelladas del
pancreas y la capacidad latente de las células acinares de iniciar el proceso de
transformacién ductal.
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e Analizar en ratones determinados a desarrollar neoplasia de pancreas si el tratamiento con
nintedanib y pirfenidona frena la pre-activacion de las CEPs y el potencial pro-MAD de las
células acinares.

e Comprobar, en modelos animales, si nintedanib y pirfenidona reducen la aparicién y extension
de lesiones precursoras.

Disefno expeimental y metodologia

La Figura 1 resume el disefio experimental utilizado en este proyecto.

Modelo de cancer pancreatico en raton (in vivo)

Trabajamos con un modelo murino que reproduce condiciones de alto riesgo de cancer
pancreatico, combinando dos factores:

1. Una mutacién en el gen KRas (muy comun en el cancer de pancreas) expresada
especificamente en las células del epitelio pancreatico,

2. Unadieta rica en grasas (obesogénica, con un 50% de contenido lipidico), que favorece la
inflamacion y acelera el desarrollo neoplasico en el pancreas en presencia del oncogén KRas.

A estos ratones alimentados con dieta obesogénica les administramos pirfenidona o nintedanib
por via oral, mezclado con la dieta, hasta la semana 26 de vida.

Experimentos con células de ratén en cultivo (in vitro)

Las células estrelladas pancreaticas (CEPs) y las células acinares fueron aisladas de
ratones con o sin mutacién en KRas, alimentados con dieta normal o dieta obesogénica.

Algunos grupos de ratones recibieron tratamiento con nintedanib o pirfenidona hasta las 26
semanas de vida. Las CEPs se cultivaron durante 7-14 dias para inducir su activacion, y se analizé
su expresion génica mediante RT-qPCR para genes representativos de subtipos activados
(miofibroblastico, inflamatorio, presentador de antigeno e inmunosupresor). También se evalué su
capacidad proliferativa.

Para cuantificar la formacién de estructuras MAD a partir de células acinares, utilizamos cultivos
tridimensionales en Matrigel. Se aislaron las células acinares de los diferentes grupos de ratones y
se cultivaron en estas condiciones. A los 4 dias se contaron las estructuras ductales como medida
de transformacién hacia MAD.
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Experimentos in vivo

Los pancreas de los diferentes grupos experimentales se tifieron con hematoxilina y eosina y se
valoré la extension de las lesiones precursoras (MAD y PanIN) mediante inspecciéon microscépica y
cuantificaciéon con el software QPath.

Resultados

1.

Reprogramar el estroma: jes posible desactivar las células estrelladas?

Las células estrelladas pancreaticas (CEPs) se activan mas en condiciones de alto riesgo tumoral
(gen KRas mutado + dieta obesogénica), mostrando un perfil de activacién -inflamatorio,
miofibroblastico e inmunomodulador- y proliferativo muy acusado en comparacién a las células
de ratones sin mutacién en KRasy aquéllos con dieta normal.

El tratamiento de los ratones con los farmacos antifibréticos nintedanib y pirfenidona da lugar a
CEPs con un perfil menos activado y menos diversificado transcripcionalmente, asi como con
menor capacidad proliferativa, acercandolas de nuevo a un estado quiescente o inactivo. Podria
decirse que los tratamientos antifibrogéncios utilizados amortiguan el estado de pre-activacién
latente de las CEPs originadas en un pancreas de riesgo (mutacién en KRas y dieta
obesogénica) (Figura 2).

Las primeras senales de alarma: cobmo se activan los cambios celulares iniciales

Una de las primeras transformaciones que pueden llevar al cancer de pancreas es la llamada
metaplasia acino-ductal (MAD). Se trata de un cambio en el que las células encargadas de
producir enzimas digestivas (células acinares) adoptan la forma y comportamiento de las
células de los conductos pancreaticos. Aunque este cambio puede ser reversible, como por
ejemplo después de una pancreatitis aguda, en condiciones desfavorables puede ser el primer
paso hacia una lesién precancerosa. Es de destacar que la MAD se puede inducir de manera
experimental in vitro en células acinares con mutaciéon en KRas, pero no llega a establecerse
cuando se utilizan células acinares no mutadas.

Utilizamos un sistema de cultivo tridimensional (3D) para estudiar cdmo las células acinares
pancredticas desarrollan metaplasia acino-ductal (MAD) en diferentes condiciones. Por un lado,
observamos que las células acinares aisladas de ratones con mutacién en KRas formaban mas
estructuras tipo MAD si los animales habian sido alimentados con una dieta obesogénica, en
comparacién con los alimentados con dieta normal. Esto indica que ciertos factores internos,
como la mutacion oncogénica en KRas y la dieta, aumentan la capacidad de estas células para
iniciar espontaneamente este cambio celular.

Por otro lado, al cultivar células acinares en presencia de “medio condicionado” —es decir, el
liquido donde previamente se habian mantenido células estrelladas pancreaticas (CEPs)
activadas— también vimos un aumento en la formacién de estructuras MAD, en comparacion
con las células expuestas a un medio control. Esto sugiere que las sefales quimicas secretadas
por las CEPs activadas pueden inducir este cambio desde el entorno.
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En conjunto, estos resultados indican que la MAD puede producirse tanto de forma auténoma
(por alteraciones en las propias células acinares) como no auténoma (por influencia del
entorno estromal).

Un hallazgo especialmente relevante fue que el tratamiento de los ratones con los farmacos
antifibréticos nintedanib y pirfenidona redujo la MAD auténoma en células acinares con KRas
mutado. En otras palabras, estos farmacos actuaron como un “freno” ante los primeros pasos del
proceso tumoral.

3. ;Qué pasa en todo el pancreas? Estudios en modelos animales

Finalmente, evaluamos si los efectos observados a nivel celular se traducian en beneficios a
nivel del 6rgano completo. Para ello, analizamos los pancreas de ratones con mutacion en KRas
alimentados con dieta rica en grasas, modelo que reproduce un entorno propicio para la
progresién tumoral. Estos ratones fueron tratados con nintedanib o pirfenidona hasta las 26
semanas de vida.

Observamos que, si bien los tratamientos no impidieron la formacién de lesiones, si lograron
reducir el drea del érgano afectada por lesiones precursoras como MAD o MAD-PanIN (ver
Figura 4). El analisis se realiz6 en ratones de 26 semanas, cuando aun no han desarrollado cancer
invasivo. Esto se debe a que nuestro enfoque se centré en intervenir durante la fase inicial de la
carcinogénesis. Dado que el cancer pancreatico es una enfermedad particularmente agresiva 'y
resistente, es probable que su prevencién o tratamiento eficaz requiera combinar estos
farmacos antifibréticos con terapias dirigidas contra el tumor en fases mas avanzadas.

Esto indica que nintedanib y pirfenidona tienen capacidad para frenar el crecimiento de las
lesiones iniciales. Este efecto podria ser relevante para enlentecer la progresiéon tumoral en
contextos de alto riesgo, como el que combina predisposicién genética (KRas) y dieta
obesogénica.

Conclusién / Reflexiones finales

Los resultados de este proyecto demuestran que los fibroblastos del microambiente pancredtico
pueden ser intervenidos desde fases muy tempranas, antes de que aparezcan lesiones
tumorales evidentes. Asimismo, hemos descrito como una dieta obesogénica, en presencia de
un oncogén propicio y casi universal en el cancer de pancreas, como es KRas, otorga a las
células acinares una particular facilidad para transformarse en células ductales y comenzar asi el
camino hacia el cancer.
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Hemos demostrado también que es posible modular el comportamiento de las células
estrelladas pancreaticas y de las células acinares con farmacos antifibréticos ya aprobados
para otras patologias, y que este enfoque puede frenar la progresion de los cambios
celulares iniciales asociados al cancer de pancreas.

Es posible que se cuestione la utilidad de intervenir en estadios pre-malignos, cuando aun
no existe un tumor definido. Sin embargo, cada vez hay mas evidencia de que el entorno
tumoral empieza a modificarse mucho antes de la aparicién del cancer, y que estas
alteraciones iniciales son clave para su posterior desarrollo. Actuar en estas fases
tempranas no sustituye el tratamiento del cancer avanzado, pero puede convertirse en
una estrategia complementaria para retrasar —o incluso impedir— su aparicién en
contextos de alto riesgo, como el cancer de pancreas hereditario, la pancreatitis crénica, la
obesidad o el tabaquismo.

Estos hallazgos abren nuevas vias de investigacion orientadas a la prevencion del cancer
desde su origen, interviniendo no sobre el tumor en si, sino sobre el terreno que lo
favorece. Futuros estudios podran explorar combinaciones terapéuticas, dosis 6ptimasy
posibles beneficios clinicos en etapas mas avanzadas de la enfermedad.
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Figura 1. Disefo experimental del estudio

Se utilizaron ratones con mutacion en KRas alimentados con dieta rica en grasas para inducir un
entorno de alto riesgo tumoral. Se evalué el efecto de los farmacos antifibréticos nintedanib y
pirfenidona sobre la activacién del estroma, la metaplasia acino-ductal y la formacién de lesiones
precursoras del cancer de pancreas.
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Figura 2. Activacion de las células estrelladas pancreaticas

Las células estrelladas se activan intensamente en condiciones de alto riesgo tumoral (KRas + dieta
obesogénica rica en grasas). Los farmacos nintedanib y pirfenidona reducen esta activacién y su
capacidad de proliferar.

Subtipos de CEPs evaluados:

° myCEP: perfil miofibroblastico (productor de matriz).

() iCEP: perfil inflamatorio (productor de citoquinas).
° APpCEP: perfil presentador de antigeno (modulador inmune).
) ISCEP: perfil inmunosupresor (sugiere interaccién con células inmunes

tolerogénicas).
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METAPLASIA ACINO-DUCTAL
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Figura 3. Evaluacion in vitro de la formacion de MAD a partir de células acinares de
ratones con mutacién en KRas.

Se analizé cémo distintos contextos modifican la capacidad de las células acinares para formar
estructuras MAD en cultivo tridimensional:

- Dieta obesogénica: las células de ratones alimentados con dieta rica en grasas formaron mas
MAD.

- Estimulacion con medio condicionado de células estrelladas activadas: incrementé ain mas
la formacion de MAD.

- Tratamiento de los ratones con nintedanib o pirfenidona: redujo la capacidad de las células
acinares para formar MAD.
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Figura 4. Reduccion de lesiones precursoras tras el tratamiento con nintedanib y
pirfenidona.

En modelos animales con alto riesgo de desarrollar cancer de pancreas, el tratamiento con

nintedanib o pirfenidona reduce el area del tejido pancreatico ocupada por lesiones iniciales,
como la metaplasia acino-ductal (MAD) y las lesiones MAD-PaniN.
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TITULO:

Programa de aproximacioén a la deteccién precoz del cancer de
pancreas exocrino en poblacion general de mayor riesgo, definida
por criterios clinico- epidemioldgicos, mediante nuevos
biomarcadores en biopsia liquida y técnicas de imagen.

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Alfredo Carrato Mena

Centro de realizacion: Instituto Ramon y Cajal de Investigacion Sanitaria (IRYCIS)

Financiacion: El proyecto fue premiado con 77.000 € en la Categoria Clinica en la convocatoria de
2019.

Introduccion

El adenocarcinoma ductal pancreatico (ADP) es el tipo mas comun de cancer pancreaticoy
representa el 90% de los casos. El impacto de este cancer en la salud publica es grande,
actualmente, es la cuarta causa principal de muerte por cancer y se espera que, para el ano 2030, se
convierta en la segunda causa de muerte por cancer, superando a otros tipos mas comunes como el
de mama, prostata o colorrectal, debido a su diagnéstico tardio y la falta de opciones efectivas de
tratamiento cuando se detecta en etapas avanzadas.

Uno de los mayores retos es nuestra incapacidad para detectarlo en una etapa temprana, cuando es
mas tratable y potencialmente curable. La deteccidn precoz en personas con mayor riesgo de
desarrollar este cancer podria aumentar la tasa de supervivencia a 5 anos hasta un 30-40%.
Programas de cribado de cancer pancreatico mediante técnicas de imagen es recomendado para
personas con un riesgo estimado de vida superior al 5-10%, lo que incluye a los siguientes grupos:

1) Personas que tienen mutaciones genéticas hereditarias asociadas a un mayor riesgo de
desarrollar cdncer pancreatico

2) Personas con dos o mas familiares de primer grado afectados por cancer pancreatico, sin
una mutacion genética conocida

3) Personas con lesiones precursoras de cancer pancreatico, como las neoplasias quisticas
mucinosas o las neoplasias intraductales papilares mucinosas (IPMN).

El Grupo de investigacion multidisciplinar dirigido por el Dr. Alfredo Carrato en el Instituto Ramén
y Cajal de Investigacion Sanitaria (IRYCIS) y el Hospital Ramén y Cajal, puso en marcha en 2009 un
registro de familias con cancer de pancreas familiar y un programa de cribado para la deteccién
precoz para individuos de alto riesgo.
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Biomarcadores sensibles y precisos que complementan el programa de cribado actual basado en
imagen son clave para mejorar los programas de cribado y detectar el cancer en una etapa curable
(TTNOMO). Este proyecto buscaba mejorar el cribado en familiares de pacientes con cancer de
pancreas mediante nuevas técnicas de imagen y biomarcadores, y evaluar su rentabilidad al
aplicarlo también a personas con riesgo elevado de cancer de pancreas por factores como
pancreatitis, diabetes, tabaquismo, alcoholismo u obesidad.

Objetivos generales del proyecto:

1) La mejora del programa de cribado existente en familiares sanos de cancer de pancreas
familiar mediante nuevos programas de imagen (radiémica) y nuevos biomarcadores

2) Constatar la rentabilidad de implementar un programa de cribado, mediante los
biomarcadores y pruebas de imagen que utilizamos en cancer familiar, en la poblaciéon
general con mayor riesgo de sufrir un cancer de pancreas esporadico con factores de riesgo
conocidos como pancreatitis previa o diabetes mellitus mas, al menos, un factor de riesgo
como el habito tabaquico, alcohdlico y la obesidad.

Resumen del progreso y cumplimiento de los distintos objetivos:

Objetivo 1)

Completar la cohorte de individuos sanos con factores clinico-epidemiolégicos de riesgo (Diabetes
Mellitus, Pancreatitis anteriores, consumo de tabaco y alcohol, sobrepeso), a los que se realizaran las
mismas pruebas de imagen y toma de muestra sanguinea para analisis bioquimicos (Glucemia,
HbA1c, CA 19.9) y moleculares que a la cohorte retrospectiva ya disponible, asi como sus datos
clinicos y epidemiolégicos:

La base de datos actual incluye 217 casos diagnosticados con adenocarcinoma ductal de pancreas
(PDAQ) y 213 individuos de alto riesgo (HRI), que son familiares de primer y segundo grado
participando en un programa de cribado para la deteccién precoz de PDAC. Hay un conjunto
minimo de 62 variables para todos los pacientes y individuos de alto riesgo (Tabla 1). Las variables
recogidas incluyen, entre otras:

o Datos demograficos (edad, sexo)

° Datos epidemioldgicos (tabaquismo, pancreatitis, diabetes, sobrepeso, antecedentes
familiares de cancer)

o Datos clinicos, histolégicos y de seguimiento (diagndstico SNOMED, estadio, ECOG, tipos de
tratamiento, glucosa en ayunas, HbA1c, pérdida de peso, sintomas)
Las caracteristicas de imagen, sintomas y habitos tdxicos de los individuos de alto riesgo se
recopilan anualmente mediante un breve cuestionario disefiado en el marco de
PANGENFAM y PRECEDE.
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% Completitud de Datos

Tipo de dat Variabl
ipo de dato AnaDe (n.2 de variables)

NGS somatico y germinal (positivo/negativo, tipo de

77 (4
variante) )

Molecular

Caracteristicas de primer orden de radidmica
Imagen (heterogeneidad, forma, asimetria, energia 'y 74 (18)
entropia) EUS y RM (6 caracteristicas de alto riesgo)

Fecha de nacimiento, sexo, raza, categoria de

D afi 90 (4

emografico cofiode (4)

Habitos tdxicos Tabaco, alcohol (si/no, frecuencia, tipo) 82 (4)
Diabetes, pancreatitis, antecedentes familiares de

Epidemiolégico P 82 (4)

cancer, otras enfermedades relevantes

Fecha de diagnéstico, tipo histoldgico, localizacion,
Clinico estadio, TNM, ECOG (Dx), edad (Dx), tratamiento, 70 (10)
estado actual, supervivencia

Analisis sanguineo |Bilirrubina, HbAlc, Glucosa en ayunas, CA19-9, CEA,

rutinario GGT, GOT, GPT Beiia)

Tabla 1: La base de datos estd compuesto por 430 individuos (217 casos de PDACy 213 individuos
de alto riesgo en cribado), con un minimo de 62 variables distribuidas en 8 tipos de datos
multimodales.

Objetivo 2) Analisis de las pruebas de imagen TAC y RNM mediante un software especializado que
permitira no sélo el analisis de tamafo y el aspecto de la lesién, sino también el porcentaje de
estroma y la organizacion celular especifica del mismo.

La estructura y formato de informes de imagenes por endoscopia y Resonancia magnética sigue las
recomendaciones actuales de las guias internacionales, utilizando una plantilla estandarizada que
permite registrar la calidad de la imagen, las caracteristicas del parénquima pancreatico y del
conducto pancreatico principal, la presencia de quistes pancreaticos, lesiones sélidas, anomalias
peripancreaticas y la necesidad de realizar biopsia en caso de hallazgos relevantes. Las plantillas de
informe de EUS ya estan integradas en la historia clinica electrénica de la unidad de alto riesgo
pancreatico del Servicio de Gastroenterologia, ya que deben completarse durante el
procedimiento. Por otro lado, el analisis de imagenes por RM puede realizarse posteriormente.

Los datos de imagen longitudinales de los individuos de alto riesgo se han analizado mediante el
software Quibim® (Figura 2a y 2b). Las caracteristicas de primer orden se obtuvieron a partir de
histogramas, mientras que las de segundo orden se basaron en la distribucion de intensidades en
una matriz tridimensional (Figura 2c).
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Figura 2a. Tejido pancreatico de un
sujeto sano en vista axial

Figura 2b. Tejido pancreatico de un Figura 2c. Matriz de correlacién para cada
paciente con PDAC en vista axial combinacion de variable

Objetivo 3) Determinacion de la presencia de mutaciones en DNA libre tumoral en suero 'y en
linea germinal conocidas por su asociacion con el cancer de pancreas.

Se realiz6 secuenciacion dirigida de un panel de 66 genes relacionados con sindromes de cancer
hereditario en una cohorte de 151 individuos pertenecientes a 81 familias diferentes: 57 casos de
cancer de pancreas familiar (FPC), 49 casos esporadicos (SPC) y 45 individuos de alto riesgo (HRI)
con antecedentes familiares significativos de PDAC u otros sindromes de cancer hereditario que
confieren riesgo de PDAC, pero sin muestra de ADN germinal disponible de un paciente con PDAC
dentro de la familia.

Se identificaron variantes candidatas que podrian predisponer al desarrollo de cancer de pancreas
en el 24,56 % de los casos con antecedentes familiares sugerentes de base hereditaria, siendo la
mayoria con fenotipo FPC. Sin embargo, una proporciéon importante de casos FPC no presentd
variantes con potencial causal.

En cuanto a los casos esporadicos, un alto porcentaje (85,71 %) no presentaba variantes candidatas,
aunque se detectaron algunas variantes de riesgo (14,28 %), principalmente en los genes ATM y
MUTYH.

Cerca del 50 % de los individuos de alto riesgo (HRI) presentaron variantes candidatas de interés,
algunos de los cuales mostraban anomalias pancreaticas en el cribado consideradas como
precursores de PDAC, como IPMN, mientras que otros presentaban hallazgos de bajo riesgo o
ninguna alteracion detectada por imagen (Figura 3a).
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Figura 3a: Prevalencia de variantes genéticas en cohortes familiares, esporadicas y de alto riesgo
de cancer de pancreas

Se analizaron 134 muestras de plasma para valorar en cfDNA el estatus de la mutacion de KRAS
G12D, G12Ry G12V, dividiendo la misma en cuatro grupos: KRAS mutado (M+), nativo o wild- type
(WT), indeterminado (UND) y borderline (BL). 14 pacientes/muestras fueron censuradas por
motivos diversos, fundamentalmente por no haber alcanzado el evento en el momento del andlisis
o por pérdida de seguimiento. 86 casos fueron nativos y 20 mutados para G12D. No se detectaron
mutaciones para G12R y G12V. 26 casos fueron indeterminados y 18 fueron border- line mutados (4
para G12V, 11 para G12Ry 3 para G12D). Se realiz6 el analisis considerando unicamente los casos
con estatus claramente definido, es decir, mutado (M+) y nativo (WT). Esta clasificacion permitié
una comparacidon mas precisa entre ambos subgrupos, aumentando la fiabilidad de las
asociaciones observadas y reduciendo la posibilidad de errores de clasificacion que pudieran
afectar la interpretacién de los resultados.

La mediana de supervivencia fue de 201,5 dias en el grupo M+ y de 476 dias en el grupo WT, con un
cociente de medianas de 0,42 (IC 95%: 0,25-0,71). El test de log-rank (Mantel-Cox) evidencié una
diferencia estadisticamente significativa (x2 = 11,60, p = 0,0007), al igual que el test de Gehan-
Breslow-Wilcoxon (x2 = 9,62, p = 0,0019), lo que sugiere una diferencia consistente tanto a lo largo
del tiempo como en los eventos tempranos, mientras que la hazard ratio (HR) para el test Mantel-
Haenszel, fue de 3,47 (IC 95%: 1,70-7,10), indicando un riesgo de muerte mas de tres veces mayor
en los pacientes con mutacién de KRAS. (Figura 3b).
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Figura 3b: La deteccién de KRAS mutado en cfDNA de plasma tiene valor pronostico, pacientes
positivos para KRAS mutado en plasma al diagnéstico tiene una menor supervivencia global
frente los pacientes negativos.

Objetivo 4) Caracterizar la composiciéon en RNAs no codificantes circulantes en suero de
pacientes. Determinaciéon de niveles de miRNAs en suero previamente asociados al desarrollo y
progresion del cancer de pancreas.

Se analizé el perfil de expresiéon de 31 miARN en cuatro cohortes: individuos sanos, casos de
cancer, personas con riesgo genético y personas con riesgo ambiental. Identificamos miRNA
individuales y en combinaciones que permiten diferenciar entre casos y controles sanos, lo que
muestra un gran potencial como biomarcador diagnéstico (Figura 4). Ademas, hemos
identificado varios miARN individuales y en combinacién que permiten distinguir entre casos con
antecedentes familiares y no familiares, asi como entre individuos de alto riesgo en seguimiento
con y sin lesiones precursoras de adenocarcinoma ductal pancreatico.

Estos biomarcadores, junto con otros marcadores circulantes, datos demograficos,
epidemioldgicos y radidmicos, serdn analizados en un conjunto de datos amplio y robusto que
incluye mas de 200 casos e individuos de alto riesgo, utilizando métodos de aprendizaje
automatico. El objetivo es identificar un panel diagnéstico multimodal para su posterior
validacién en cohortes externas longitudinales con muestras obtenidas antes del diagnéstico.
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Figura 4: Curvas ROC combinadas que demuestran la capacidad discriminativa de diferentes
combinaciones de miARN para distinguir entre casos de cancer de pancreas e individuos sanos

Objetivo 5) Integracién de toda esta informacién en un andlisis multivariable para la creacion de
un modelo estadistico con valor predictivo de desarrollo de cancer de pancreas, que permita
identificar la poblacién de alto riesgo sobre la que efectuar el cribado y que serd validado en
futuros proyectos.

Se realiz6 un andlisis para el desarrollo de un modelo diagnéstico utilizando los niveles circulantes
de 9 proteinas en una cohorte de 205 individuos (100 casos de cancer de pancreas, 75 individuos
de alto riesgo y 30 controles sanos). Para garantizar la calidad de los datos, se eliminaron muestras
con valores perdidos y se segmentoé el conjunto de datos, enfocandose en identificar un conjunto
minimo de variables relevantes para clasificar las muestras mediante un modelo estable y
generalizable, teniendo en cuenta el tamano muestral.

Los datos se dividieron en 70 % para entrenamiento y 30 % para validacién. Se desarrollaron y
ajustaron modelos de clasificacién mediante Random Forest y drboles de decision, optimizando
pardmetros como la profundidad maxima para evitar el sobreajuste. Para la seleccién de variables,
se aplico regresion logistica con penalizaciéon L1 sobre 100 muestras bootstrap, seleccionando
aquellas variables con mayor frecuencia de coeficientes distintos de cero. La penalizacién L1
permitié reducir biomarcadores correlacionados, fomentando la esparsidad del modelo.

El rendimiento del modelo se evalué mediante validacién cruzada leave-one-out y AUC (area bajo
la curva). El modelo final basado en datos proteémicos alcanzé una precision del 75 %, lo que
demuestra el potencial del conjunto de datos para el desarrollo de herramientas diagndsticas
efectivas.
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No obstante, este analisis también puso de manifiesto limitaciones actuales, principalmente la
falta de datos completos, lo que afecta la solidez de los resultados. Estas limitaciones se abordaran
buscando financiacion adicional para ampliar los analisis moleculares y radiémicos, lo que
permitira desarrollar modelos mas robustos apoyados en datos de alta calidad ya generados.

Random Forest in Proteomic Data Accuracy : 0.73
Decision Tree in Proteomic Data Accuracy : 0.75

Decision Tree Random Forest

% z Feature Importances in Random Forest Classifier
Feature Importance Using Permutation Importance

T _

CEA (ngimi}

€A 19-9 (ng/mi} F
L

Feature

CONC MAXWELL (ngiul) {

0.00 0.05 0.10 015 020 025 0.30
1 score

Figura 5: Desarrollo de un modelo diagnéstico basado en biomarcadores proteicos circulantes en
cancer de pancreas.

Hitos hasta la fecha relacionado con el proyecto de la linea de investigacion:
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Smerdon C, Graff JJ, Kastrinos F, Kupfer SS, Lucas AL, Sears RC, Brand RE, Parmigiani G,
Simeone DM; PRECEDE Consortium. The Pancreatic Cancer Early Detection (PRECEDE)
Study is a Global Effort to Drive Early Detection: Baseline Imaging Findings in HRI. Journal
of the National Comprehensive Cancer Network. 2024. PMID: 38626807.
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Lachter J, Stoffel EM, Kwon RS, Stoita A, Kastrinos F, Lucas AL, Syngal S, Brand RE, Chak A,
Carrato A, Vleggaar FP, Bartsch DK, van Hooft JE, Cahen DL, Canto MI, Bruno MJ. Timeline
of development of pancreatic cancer and implications for successful early detection in
HRI. Gastroenterology. 2022. PMID: 34678218.

Financiacion competitiva:

1.

Una aproximacién multiomica al cancer de pancreas familiar para su diagndstico precoz 'y
tumorigénesis basada en genoma, metiloma, microbioma y radiomica (P122/00583). Accién
Estratégica en Salud (AES) ISCIIl 2022; PI22/0583. PI: Julie Earl, Co- PI: Alfredo Carrato.
01/01/2022-31/12/2025.

A multi-omic approach for the characterization and early detection of familial pancreatic
cancer (PANomics). CanSERV: 1st Open Call for Transnational Service Provision. 2024- 2025.
EU Horizon Europe programme. PI: Julie Earl. 01/08/2024-31/07/2025.

Comunidad de Madrid y el Fondo Social Europeo Plus (FSE+) 2021-2027: (PEJ-2024-
TLSAL-GL-33607), Pl Julie Earl. 01/03/2025-28/02/2027.

PANCAID: PANcreatic CAncer Initial Detection via liquid biopsy. HORIZON-MISS-2021-
CANCER-02. PI: Alfredo Carrato. 01/01/2023 - 31/12/2027.

EATRIS CONNECT- HORIZON-INFRA-2023-DEV-01-03. (IRYCIS). PI: Laura Garcia Bermejo.
01/05/2024-30/04/2027.

Formacion de jovenes investigadores:

Direccion de Tesis Doctoral:

Caracterizacion molecular y desarrollo de nuevos biomarcadores para la deteccién precozy
el tratamiento del cancer de pancreas familiar. UAH.

Medicina Personalizada en cancer de pancreas: caracterizacion clinica y molecular. UAH.
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Presentaciones en congresos nacionales:

- Titulo: Familial pancreatic cancer cases have a different mutation profile compared to
sporadic cases with potentially targetable mutations
Autores: Emma Barreto, Julie Earl and Alfredo Carrato.
Congreso: Young Oncologist Award (YOA)
Fecha del evento: 8 de marzo 2022.
Entidad organizadora: VISION No 857381
Tipo de comunicacién: OralAH.

- Titulo: Using Varsome Clinical as a tool for NGS studies of familial pancreatic cancer patients.
Autores: Candela Migoyo, Emma Barreto, Julie Earl and Alfredo Carrato.
Congreso: Young Oncologist Award (YOA)
Fecha del evento: 8 de marzo 2022.
Entidad organizadora: VISION No 857381 Tipo de comunicacion: Oral

- Titulo: Molecular characterization through NGS and liquid biopsy of familial pancreatic
cancer patients.
Autores: Emma Barreto, Candela Migoyo, Julie Earl, Alfredo Carrato Mena.
Congreso: CIBERONC Jévenes Investigadores Congreso 2022
Fecha del evento: 14-15/11/2022 Entidad organizadora: CIBER
Tipo de comunicacion: Poster

- Titulo: Germline and somatic mutation profiling in familial pancreatic cancer cases identifies
clinically actionable variants.
Autores: Emma Barreto, Julie Earl, Elisa Conde, Maria E. Castillo, Edurne Ramos, Carolina de la
Pinta, Cristina Galindo, Cristina Pefia, Manuel Collado Valero, Pablo Reguera, Jorge Villalon
Lopez, Alejandra Caminoa, Javier Blazquez, Maria Mufioz Beltran, Maria del Prado Ordufa,
Sonsoles Sancho, Enrique Vazquez Sequeiros, Eduardo Lobo, M. Laura Garcia Bermejo and
Alfredo Carrato. Congreso: AESPANC Congreso 2022
Fecha del evento: 17-19/02/2022 Entidad organizadora: AESPANC
Tipo de comunicacién: Presentacion Oral

Internacionalizacidon

Hemos establecido colaboraciones con consorcios internacionales centrados en el cancer de
pancreas, incluido el Pancreatic Cancer Early Detection (PRECEDE) Consortium, una red global de
expertos cuyo objetivo es mejorar la deteccién precoz, la vigilancia, el modelado del riesgo y la
prevencion en personas con riesgo hereditario (https://precedestudy.org/).

Participamos en el consorcio del Cancer of the Pancreas Screening Study (CAPS) consortium, que
evalua la vigilancia para la deteccidn precoz en individuos de alto riesgo (HRI) y promueve el
descubrimiento de nuevos biomarcadores
(https://pathology.jhu.edu/pancreas/participating-research/caps). Juntos desarrollamos
guias de consenso y recomendaciones sobre la notificacion de hallazgos por imagen en programas
de vigilancia, que influyen en la generacion de politicas cientificas centradas en la salud.
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Formamos parte de la Alianza de Investigacién en Cancer de Pancreas (ALIPANC), una iniciativa
espafnola que reune a centros clinicos, grupos de investigacion y profesionales sanitarios con el
objetivo de impulsar la investigacion traslacional y clinica en cancer de pancreas.

Participamos en la accién COST CA21116 TRANSPAN, con el objetivo de identificar biomarcadores
para la prevencion y la medicina traslacional en el cancer de pancreas, coordinando el grupo de
formacidn, organizando talleres COST para jovenes investigadores, con el fin de promover el
aprendizaje interdisciplinario y el desarrollo de habilidades transferibles, fomentando
oportunidades de networking, mentoria y colaboracion cientifica

Patient Advocacy:

Hemos fortalecido colaboraciones con asociaciones europeas de patient advocacy, con el objetivo
de aumentar el impacto de nuestro proyecto y linea de investigacion en la sociedad y entre los
stakeholders de cancer de pancreas, incluyendo:

Pancreatic Cancer Europe (PCE): una plataforma europea que retine expertos de toda Europa,
incluidos académicos, médicos, politicos, grupos de pacientes y periodistas, con un interés comun y
la voluntad de mejorar la atencién a los pacientes con cancer de pancreas. Alfredo Carrato Mena es
presidente de Pancreatic Cancer Europe (PCE) desde el 1 de enero de 2020.

Cancer Patients Europe (CPE): una organizacién que busca reducir la carga del cancer sobre los
pacientes y supervivientes, sus cuidadores, los sistemas de salud y la sociedad en general, con el
objetivo de cocrear politicas que impulsen la prevencién, una atencién oncoldgica de alta calidad,
tratamiento y supervivencia en Europa.

Estatus actual y el futuro de la linea de investigacion:

Este proyecto forma parte de una linea de investigacién estable iniciada por el Dr. Alfredo Carrato
en 2009, financiada por cuatro proyectos consecutivos del Fondo de Investigacion en Salud del
ISCIII (AES: P109/02221, PI12/01635, PI15/02101 y PI18/01034), asi como por fondos europeos
(TRANSCAN y Horizonte Europa, HORIZON-MISS-2021-CANCER-02) y financiacién privada de
ACANPAN, Fundacion Mutua Madrilefa e Immunovia.

Debido a la jubilacién del Dr. Carrato de la practica clinica, la transicion del liderazgo se ha venido
realizando de forma progresiva desde 2020, hasta que en 2022 la Dra. Julie Earl asumié la
coordinacion de esta linea como investigadora principal, contando ya con financiacién competitiva
como investigadora independiente.

El grupo de investigacién actual forma parte del recién creado grupo Biomarcadores y Medicina
Personalizada en Cancer (BioPAC) del Instituto Ramén y Cajal de Investigacién Sanitaria (IRYCIS),
liderado por el Dr. Bruno Sainz. Nuestro equipo de investigacion traslacional en cancer de pancreas
estd compuesto por un grupo multidisciplinar consolidado que incluye especialistas en
gastroenterologia, radiologia, cirugia, oncologia y anatomia patolégica, asi como cientificos basicos
sénior y junior, la mayoria de los cuales llevan mas de 10 afos colaborando en investigacion sobre
cancer de pancreas y en el registro PANGENFAM.
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Hemos consolidado colaboraciones nacionales e internacionales, ganando reconocimiento en el
campo, aumentando nuestra visibilidad como grupo competitivo. Asimismo, hemos reforzado
nuestras alianzas en las areas de cancer de pancreas y biopsia liquida tanto a nivel nacional como
internacional:

° Plataforma ISCIIl de Biobancos y Biomodelos

° Alianza de Investigacion en Cancer de Pancreas (ALIPANC)

° Grupo de biopsia liquida de CIBERONC

° Sociedad Espainola de Patologia Digestiva (SEPD)

o Revista Espanola de Enfermedades Digestivas (REED)

° Accion COST CA21116 TRANSPAN

° Consorcio de deteccién precoz PRECEDE
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(Basica)

Javier Martinez-Useros:

Javier Martinez-Useros realizé su doctorado en el
Centro de Investigacién Médica Aplicada (CIMA,
Universidad de Navarra), donde desarroll6 el primer
modelo animal de linfoma de células del manto,
hasta entonces inexistente (PNAS, 2011).

Posteriormente, llevd a cabo una estancia en el
laboratorio de linfomas del Dr. Ari Melnick en el Weill
Cornell Medical College (Nueva York, EE. UU). Mas
adelante, se incorporo al laboratorio de oncologia
del Dr. Jesus Garcia-Foncillas en el Instituto de
Investigacion Sanitaria del Hospital Fundacion
Jiménez Diaz, donde inicio su trayectoria
investigadora en cancer colorrectal.

Desde 2016, ejerce como investigador senior,
centrado en el estudio de biomarcadores y nuevas
terapias contra el cancer de pancreas. Hasta la fecha,
ha publicado mas de 60 articulos cientificos, ha sido
investigador principal en tres proyectos
competitivos y desempefa labores docentes en la
Universidad Rey Juan Carlos.
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TITULO:

Exosomas para mejorar la efectividad y reducir la toxicidad de los
tratamientos contra el cancer de pancreas.

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Javier Martinez-Useros

Centro de realizacion: Translational Oncology Division, Health Research Institute Fundacién
Jimenez Diaz, Fundacién Jimenez Diaz University Hospital, 28040 Madrid, Spain

Physiology Area: Department of Basic Health Sciences, Health Sciences Faculty, University Rey
Juan Carlos, Alcorcon, 28933 Madrid, Spain.

Introduccion

La eleccion del tratamiento en pacientes con cancer de pancreas metastasico depende de multiples
factores, entre ellos el estado general del paciente, las comorbilidades y la expectativa de respuesta.
Los dos tratamientos de referencia en primera linea son FOLFIRINOX y la combinaciéon de
Gemcitabina con Nab- Paclitaxel, ambos con evidencia sélida de mejora en la supervivencia frente al
uso exclusivo de Gemcitabina.

El régimen FOLFIRINOX es una combinacién de 5-fluorouracilo, leucovorina, irinotecan y oxaliplatino
que fue evaluado en el estudio de Conroy et al. (2011), que incluyé a pacientes con buen estado
funcional (ECOG 0-1). Este tratamiento demostré una mediana de supervivencia global (OS) de 11.1
meses, significativamente superior a los 6.8 meses observados con Gemcitabina sola. Asimismo, la
supervivencia libre de progresién (PFS) fue de 6.4 meses, con una tasa de respuesta objetiva (ORR)
del 31.6%.

Por otro lado, la combinacién de Gemcitabina y Nab-Paclitaxel fue evaluada en el ensayo clinico
IMPACT (Von Hoff et al.,, 2013), que incluyé una poblacién algo mas heterogénea en cuanto al
estado funcional (ECOG 0-2). En este estudio, la mediana de supervivencia global fue de 8.5 meses,
comparado con 6.7 meses para Gemcitabina sola. La PFS alcanzé los 5.5 meses y la tasa de respuesta
fue del 23%. En términos comparativos, FOLFIRINOX parece ofrecer una mayor supervivencia tanto
global como libre de progresidn, asi como una mayor tasa de respuesta. Sin embargo, esto se asocia
a una mayor toxicidad, motivo por el cual su uso se reserva habitualmente a pacientes con buen
estado general. Gemcitabina mas Nab-Paclitaxel representa una alternativa eficaz y mejor tolerada
en pacientes con menor reserva funcional.

Los exosomas son vesiculas extracelulares de pequefio tamafno (30-150 nm), liberadas por casi
todos los tipos celulares, que desempenan un papel clave en la comunicacién intercelular. Estas
vesiculas son secretadas al medio extracelular mediante la fusiéon con la membrana plasmatica. Su
contenido incluye lipidos, proteinas, ADN, ARN mensajero y microARN, lo que les permite modificar
el comportamiento de las células receptoras (Raposo & Stoorvogel, 2013).
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En condiciones fisioldgicas, los exosomas estan implicados en procesos como la regulacién
inmunitaria, la regeneracién tisular y la homeostasis. En el contexto patolégico, especialmente en el
cancer, los exosomas pueden favorecer la progresion tumoral al facilitar la angiogénesis, la evasion
inmune y la formacién de metastasis (Kalluri & LeBleu, 2020). Debido a su biocompatibilidad,
estabilidad en circulacién y capacidad para transportar biomoléculas especificas, los exosomas han
despertado un creciente interés como herramientas de comunicacion celular.

Sin embargo, una de las aplicaciones mas prometedoras es el uso de exosomas como portadores
de tratamientos. A diferencia de los sistemas sintéticos de liberacidon de farmacos, los exosomas
presentan una toxicidad reducida y una mayor afinidad o tropismo positivo por sus propios tejidos,
lo que mejora la eficiencia terapéutica y reduce los efectos adversos. Se ha demostrado que los
exosomas pueden cargarse eficientemente con farmacos como Doxorrubicina, Paclitaxel o
Gemcitabina, y ser dirigidos hacia células tumorales, incluso cruzando barreras biolégicas como la
hematoencefalica (Pascucci et al., 2014; Kamerkar et al., 2017).

Como portadores de tratamientos, los exosomas se han evaluado en cancer de mama cargados con
Paclitaxel y pueden inducir apoptosis en células tumorales resistentes (Pascucci et al. 2014). En
glioblastoma multiforme lograron administrar un siRNA que permitié el paso a través de la barrera
hematoencefalica (Alvarez-Erviti et al. 2011) y otros estudios consiguieron administrar
Doxorrubicina, con resultados alentadores en modelos preclinicos (Yang et al., 2015).

En cancer de pulmoén, estudios como el de Wang et al. (2021) han empleado exosomas derivados de
células madre cargados con Docetaxel. Los exosomas también han sido probados en melanoma
metastasico, donde han demostrado una alta eficiencia de administracion de fadrmacos. En
particular, el estudio de Tian et al. (2014) desarrollaron exosomas dirigidos por ligandos especificos
hacia células de melanoma, cargados con doxorrubicina, observando una inhibicién tumoral
significativa en modelos murinos. Con respecto al cancer de pancreas, Kamerkar et al. (2017)
utilizaron exosomas para transportar ARN de interferencia (siRNA) dirigido contra KRAS mutado.

En nuestro estudio, nos centramos en primer lugar en evaluar el tropismo positivo de los exosomas
producidos por las células tumorales derivadas de cancer de pancreas. Ademas, evaluamos la
capacidad de carga de estos exosomas comparandolos con los tratamientos que se utilizan en la
practica clinica habitual: FOLFIRINOX o Gemcitabina/Nab-Paclitaxel, para proporcionar un racional
que justifique el uso de los exosomas cargados con farmacos en el manejo de los pacientes con
cancer de pancreas. Puesto que los exosomas proceden de lineas celulares tumorales, evaluamos
que otros factores podrian estar trasmitiéndose a las células vecinas. Aqui descubrimos uno con
potential para ser usado como diana terapéutica y aumentar la respuesta a los farmacos.

Materiales y Métodos

Lineas celulares

Se utilizaron lineas celulares representativas del adenocarcinoma ductal pancreatico humano
(PDAC) adquiridas de ATCC: BxPC-3, PANC-1, MIA PaCa- 2, PL45, PANCO04.03 y SK-Co-5. Se cultivaron
en medios RPMI-1640 o DMEM con 10% FBS y antibiéticos, siguiendo las recomendaciones del
proveedor. Como controles no tumorales, se emplearon hTERT-HPNE, MCF10A y CCD- 18Co,
cultivadas en medios especificos. Todas las células se mantuvieron a 37°C con 5% CO2 y se usaron
entre los pases 5y 20.
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Muestras de pacientes

Se incluyeron muestras de 165 pacientes con cancer pancreatico resecado por
duodenopancreatectomia entre 2007 y 2013 en la Unidad de Cirugia Hepatobiliar y Pancreatica
(Servicio de Cirugia General y del Aparato Digestivo, Hospital Clinico San Carlos), y las muestras
fueron proporcionadas por su Biobanco institucional (B.0000725; PT17/0015/0040; ISCIII-FEDER). El
comité de ética institucional del Hospital Universitario Clinico San Carlos evalué el presente estudio
y otorgd su aprobacién el 10 de marzo de 2017 con el niUmero de aprobaciéon no 17/091-E. Solo se
analizaron casos con margenes negativos (R0) y datos completos de supervivencia. Se construyeron
micromatrices de tejido (TMAs) a partir de bloques FFPE, revisados por un patélogo experto.

Analisis de datos TCGA

PDAC del dataset TCGA Firehose Legacy (cBioPortal). Los valores se transformaron en z-score. La
mediana se utilizé6 como punto de corte para dividir a los pacientes en grupos de alta y baja
expresion.

Inmunohistoquimica (IHQ)

Se realizaron IHQ en TMAs usando anticuerpos especificos y deteccidn con HRP-DAB. Las secciones
fueron desparafinadas, rehidratadas, bloqueadas y tenidas, finalizando con contraste en
hematoxilina e imagenes adquiridas con microscopio Leica DMi1.

Aislamiento de exosomas

Los exosomas fueron obtenidos de medios sin FBS tras 48 h de cultivo celular. Se realizaron
centrifugaciones sucesivas (300 x g, 2.000 x g, 10.000 x g) y una ultracentrifugacién final a 100.000
X g. Los exosomas fueron resuspendidos en PBS y almacenados a —80°C.

Caracterizacion de exosomas

Se evaluaron mediante NTA (NanoSight NS300), TEM con tincién negativa (acetato de uranilo), y
Western blot para marcadores como CD63, CD81, CD9, HSP70, TSG101 y Calnexina. Las imagenes
fueron adquiridas en microscopio electrénico FEl Tecnai 12.

Microscopia confocal

Se cultivaron células con exosomas marcados con PKH67 y se tifieron con CellMaskTM (membrana)
y DAPI (nucleo). Las imagenes fueron captadas con un microscopio confocal Leica TCS-SP5.

Citometria de flujo

Exosomas PKH67-marcados se incubaron con células durante 1 h a 37°C. La captacion se midié en
un FACS Canto Il (BD Biosciences), analizando 10.000 eventos/muestra.
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Ensayo de apoptosis

Se trataron células (BxPC-3, PL45, PANCO04.03) con exosomas (20 ug/mL) y farmacos
(Gemcitabina/Nab-Paclitaxel). Se midi6é apoptosis por citometria usando Annexina V-APDACe IP. Se
analizaron al menos tres experimentos independientes.

Carga de exosomas con farmacos

Se mezclaron 50 pg de exosomas con farmacos (FOLFIRINOX o Gem/Nab- Paclitaxel) y se
sometieron a ciclos de sonicacién y posterior incubacién. Los exosomas cargados fueron lavados y
ultracentrifugados para eliminar farmaco libre.

Viabilidad celular (MTT)

Células tratadas con exosomas y farmacos se cultivaron por 48-72 h, seguido de incubacién con
MTT (0.5 mg/mL). Se midié absorbancia a 570 nm. Resultados expresados como porcentaje de
viabilidad respecto a controles.

Ensayo de migracion

Se sembraron PL45 y BxPC-3 en placas de 96 pocillos. Tras herida mecanica, se trataron con
exosomas y farmacos. Se tomaron imagenes a 0, 6, 24 y 48 h. El area fue cuantificada con ImageJ.

Cuantificacion de farmacos (HPLC-MS/MS)

Se desproteinizaron exosomas cargados con acetonitrilo y se analizaron mediante UHPLC-MS/MS
(EVOQTM ELITE, Bruker). La cuantificacion se realizé por curvas de calibracidon para Gemcitabina,
Paclitaxel, irinotecan, oxaliplatino y 5-FU.

Marcaje TMT 10-plex y preparacion proteica

Se utiliz6 la técnica TMT 10-plex para analizar la desregulacién proteica en exosomas de una linea
pancreatica no tumoral y tres tumorales resistentes a tratamientos. Se procesaron 20 ug de proteina
exosomal por muestra, que fueron reducidas, alquiladas y unidas a perlas magnéticas para su
digestion con tripsina durante la noche. Los péptidos obtenidos se etiquetaron con isétopos TMT,
combinaron, desecaron y fraccionaron en 12 partes mediante cromatografia de fase reversa a pH
alto, almacenandose a -80 °C para su analisis posterior.

Analisis por LC-MS/MS

Se utiliz6 la técnica TMT 10-plex para analizar la desregulacién proteica en exosomas de una linea
pancreatica no tumoral y tres tumorales resistentes a tratamientos. Se procesaron 20 ug de proteina
exosomal por muestra, que fueron reducidas, alquiladas y unidas a perlas magnéticas para su
digestion con tripsina durante la noche. Los péptidos obtenidos se etiquetaron con isétopos TMT,
combinaron, desecaron y fraccionaron en 12 partes mediante cromatografia de fase reversa a pH
alto, almacenandose a -80 °C para su analisis posterior.
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Analisis de datos protedomico

Los archivos raw se analizaron con MaxQuant v1.6.6.0 usando cuantificacién por “Reporter ion MS2”
y la base de datos Uniprot Homo sapiens. Se permitieron tolerancias de masa de 20 ppm para
Orbitrap y 4,5 ppm para precursores. Se consideraron modificaciones fijas y variables, y se
corrigieron isotopias segun fabricante. Solo se cuantificaron péptidos Unicos y “razor” de al menos 7
aminoacidos, con FDR del 1%. Se incluyeron proteinas con al menos un péptido confiable,
excluyendo contaminantes. La normalizacién por carga de muestra se realizé en R Studio, y los
datos se exportaron a Excel. Para el analisis, se usaron proteinas detectadas en =3 muestras; se
consideraron desreguladas las que mostraron expresion >1.5 0 <0.67 con p < 0.05.

Analisis estadistico

La supervivencia libre de progresiéon se definié como el intervalo entre cirugia y recaida (local o a
distancia). La supervivencia global, como el tiempo entre cirugia y fallecimiento. Se representaron
curvas de Kaplan-Meier y se evaluaron diferencias con prueba log-rank. El modelo univariante de
riesgos proporcionales de Cox se utilizé para estimar hazard ratios e intervalos de confianza de
proteinas y variables clinicas. Solo variables significativas se incluyeron en

analisis multivariantes. Comparaciones entre dos variables independientes se hicieron con prueba
U de Mann-Whitney. El software IBM-SPSS Statistics v20 se usé para andlisis estadisticos,
considerando significancia a p < 0.05.

Resultados

1.- BXxPC-3 y PANC-1 producen mayor cantidad de exosomas y PANC-1 presenta
mayores niveles de proteinas especificas de exosomas

Para identificar qué lineas celulares derivadas de PDAC producian mas exosomas y con mayor
especificidad, evaluamos varias lineas tumorales (BxPC- 3, Panc-1, MiaPaca-2, PANC04.03 y PL45),
una linea normal pancreatica (hnTERT-HPNE) y una linea de carcinoma colorrectal (SK-Co-15) como
control. Aislamos las exovesiculas por ultracentrifugacién secuencial y analizamos su tamafo con
tecnologia NTA (NanoSight), observando un promedio de 150 nm (rango 145-209 nm) (Figura 1A).

Figura 1A
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Figura 1A. Caraterizacion mediante NTA del tamano de las exovesiculas.
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Confirmamos tamano y morfologia mediante microscopia electrénica de barrido, observando
estructuras compatibles con exovesiculas a pesar de deformaciones por deshidratacién (Figura 1B).

Figura 1B. Microfotografias de microscopia electrénica de barrido de las exovesiculas. Barra de
escala 200pm.

Para seleccionar lineas con alta produccién, cultivamos células en frascos T175 y cuantificamos los
exosomas en el medio. BxPC-3 y Panc-1 fueron las que produjeron mayores concentraciones
(1,6x1,1y 1,9£0,6 ug/uL, respectivamente) (Figura 1C).

Figura 1C. Cuantificacién de la concentracién de exovesiculas en T175 con 25 mL de medio de
cultivo

Aunque hTERT-HPNE y SK-Co-15 también generaron niveles altos, fueron descartadas por no ser
especificas de PDAC. No obstante, SK-Co-15 se mantuvo como control de otra patologia neoplasica.
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Evaluamos proteinas exosomales (CD9, TSG101, CD63) y no exosomales (Calnexina, HSP70)
mediante western blot, comparando exosomas y lisados celulares en BxPC-3, Panc-1y SK-Co-15.

Todas expresaron marcadores de exosomas con baja presencia de proteinas no especificas (Figura
1D).

Figura 1D
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Figura 1D. Expresion de proteinas especi cas y excluyentes de exosomas. La cuanti cacion de
actina se utilizd6 como proteina control negativo de exosomas puesto que los exosomas no poseen
citoesqueleto para normalizar la expresion de las demas proteinas.

Panc-1 mostré mayor expresion de CD9 y BxPC-3 de CD63, por lo que decidimos continuar los
estudios con ambas lineas y SK-Co-15.

2.- Determinacion del tropismo de los exosomas derivados de cancer de pancreas

Para determinar qué exosomas presentan mayor tropismo por células derivadas de PDAC, aislamos
exosomas de las lineas BxPC-3, Panc-1 y SK-Co-15 (control no pancreatico). Los marcamos con un
colorante de membrana verde y los incubamos con diversas lineas celulares: todas las derivadas de
PDAC disponibles en el laboratorio, la linea normal pancreatica hTERT-HPNE, y lineas normales de
mama (MCF10A) y colon (CCD-18-Co). Tras 24 horas, lavamos las células para eliminar exosomas no
internalizados y evaluamos la fluorescencia verde mediante citometria de flujo. Como control, se
usaron las mismas lineas incubadas con exosomas sin marcar (Figura 2A).
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Figura 2A
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Figura 2A. Esquema del experimento para la evaluacion del tropismo de los exosomas in vitro
mediante citometria de flujo

Observamos que los exosomas de Panc-1 (ExoPanc-1) y BxPC-3 (ExoBxPC-3) fueron captados por
todas las lineas derivadas de PDAC, excepto por BxPC-3, que mostré una captacién moderada
(Figura 2By 2C).
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Figura 2B. Histograma con la expresion de las células adquiridas por el citdmetro por el control en
rojo intenso comparado con la expresion de las células cultivadas con los exosomas marcados en
rojo suave.
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Figura 2C. Gréfica de barras de las células cultivadas para comprobar qué lineas presentan
mayor tasa de adquisicion de exosomas marcados.

La linea SK-Co-15 también presenté captacion moderada, mientras que las lineas normales de
mama y colon mostraron niveles muy bajos (Figura 2C). En contraste, la linea normal de pancreas
(hTERT-HPNE) si mostré alta captacion. En general, los exosomas de Panc-1 presentaron el mayor
tropismo, seguidos por los de SK-Co-15 y luego BxPC-3 (Figura 2D).

Figura 2D
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Figura 2D. Gréfica de barras de los exosomas marcados para determinar, cuales presentan mayor
tasa de tropismo sobre las células cultivadas.
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Para confirmar estos resultados, realizamos microscopia confocal in vivo tras marcar la
membrana/citoplasma celular en rojo y el nicleo en azul. Las imagenes correspondientes a
exosomas de BxPC-3, Panc-1y SK-Co-15 se muestran en las Figuras 3A, 3B y 3C, respectivamente.

Figura 3A,3By 3C

A

Figura 3. Evaluacién del tropismo de los exosomas in vivo mediante microscopia confocal. A), B)
y C) se muestran imagenes representativas de las células tumorales y normales cultivadas con los
exosomas de BxPC-3, Panc-1y SK-Co-15 respectivamente. En Rojo la membrana/citoplasma, Verde
los exosomas y Azul el nucleo de las células.

Los andlisis por microscopia confocal revelaron que los exosomas de Panc-1 mostraron mayor
penetrancia en las lineas tumorales pancreaticas Panc-1, PL45, Panc04.03 y BxPC-3. En cambio, los
exosomas de BxPC-3 mostraron afinidad principalmente por su propia linea y por Panc-1, aunque
también penetraron notablemente en la linea tumoral de colon SK-Co-15.

Observamos que los exosomas derivados de PDAC tenian un tropismo muy bajo hacia células
normales de pancreas, mama y colon, lo que sugiere una alta especificidad hacia células tumorales
pancreaticas (Figura 3D).

Figura 3D
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Figura 3D. Grafica de barras de los exosomas marcados para evaluar, cuales presentan mayor
tasa de tropismo sobre las células cultivadas.
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Ademas, los exosomas de SK-Co-15 presentaron los niveles mas bajos de penetrancia en todas las
lineas celulares evaluadas, lo cual refuerza su utilidad como control negativo (Figura 3D). Tras
analizar, por linea celular, pudimos comprobar que las lineas con mayor captacion de exosomas
son la Panc-1, Panc.04.03, PL45, y la linea tumoral de colon, SK-Co-15; mientras las lineas normales
de pancreas (hTERT-HPNE), la normal de mama (MCF10A) y la normal de colon (CCD-18-Co)
presentaban unos niveles de captacién de exosomas muy bajos. Este resultado confirma que alta
especificidad de los exosomas tumorales hacia las células tumorales y mas baja hacia las células
sanas (Figura 3E).
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Figura 3E. Grafica de barras de las células cultivadas para comprobar qué lineas celulares
presentan mayor tasa de adquisicion de exosomas marcados.

3.- Determinacion de la concentracion de farmaco encapsulado en los exosomas

Tras comprobar que los exosomas de Panc-1 mostraban mayor tropismo, evaluamos la
concentracion individual de farmacos cargados en ellos. Se intenté cargar Gemcitabina +
Nab-Paclitaxel y los componentes del esquema FOLFIRINOX (leucovorin, 5FU, irinotecan y
oxaliplatino). No se pudo incluir leucovorin, ya que interferia en la cuantificacién proteica por
microBCA, y ademas no tiene accién antitumoral directa, sino sinérgica con 5FU. Por ello, los
exosomas se cargaron con 5FU, irinotecan y oxaliplatino, y luego se analizaron por HPLC.

Se generaron curvas patrén de cada farmaco para estimar su concentracién en los exosomas de
Panc-1 (Figura 4A).

81



MEMORIAS

Figura 4A
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Figura 4A. Diferentes curvas patron con cada uno de los farmacos individuales. Todas las curvas
tienen un R2 de 0.99; ademas, se muestra la ecuacion de la recta para extrapolar los valores de la

concentracion.

El andlisis revelé que no se detectd oxaliplatino. Los exosomas cargaron entre 12685-12354 ppb
de 5FU (=0,012 pg/pL) y entre 185-165 ppb de irinotecan (=0,0001857 pg/uL) (Figura 4B).

Figura 4B
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Figura 4B. Dos determinaciones independientes de la concentracién de 5FU e irinotecan en
exosomas de Panc-1.

En cuanto a Gemcitabina y Nab-Paclitaxel, se alcanzaron 39097 ppb (=0,039 pg/uL) y 222035 ppb

(=0,222 pg/uL) respectivamente (Figura 4C).

Figura 4C
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Figura 4C. Determinacién de la concentracion de Gemcitabina y Nab-Paclitaxel en exosomas de

Panc-1.
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4.- Los exosomas de Panc-1 presentan una actividad antitumoral similar al farmaco
libre, pero con una décima parte de farmaco.

Los exosomas de Panc-1 fueron cargados con las concentraciones anteriores de
Gemcitabina+Nab-Paclitaxel por un lado, y 5FU+Irinotecan (excluyendo oxaliplatino, que no pudo
ser cargado) por otro, y se anadieron a lineas tumorales pancredticas y a la linea normal
hTERT-HPNE para evaluar viabilidad celular (Figura 5A).

Figura 5A
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Figura 5A. Esquema del experimento donde los exosomas son cargados con
Gemcitabina+Nab- Paclitaxel o con 5FU+irinotecan que son los esquemas de tratamiento
utilizados en la practica clinica habitual para el manejo de los pacientes con cancer de pancreas.

Los exosomas con Gemcitabina+Nab-Paclitaxel redujeron la viabilidad de las células tumorales de

forma similar al tratamiento con los farmacos libres, (0.1652 pug/uL de Gemcitabina + 0.2475 pg/u
L of Nab-Paclitaxel), salvo en PL45 y Panc04.03, donde el farmaco libre fue mas eficaz (Figura 5B).

Figura 5B
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Figura 5B. Gréfica de barras que muestra la viabilidad celular de las diferentes lineas celulares
tratadas con exosomas (azul), exosomas cargados con Gemcitabina+Nab-Paclitaxel (amarillo), o
con la combinacién de farmacos sin exosomas (naranja).
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Por tanto, los exosomas cargados mostraron una eficacia antitumoral comparable al tratamiento
convencional. Al comparar la concentracién de los farmacos cargados en los exosomas con la de
los farmacos libres utilizados, se observé que la versién encapsulada contenia aproximadamente
4,2 veces menos Gemcitabina, mientras que la concentracién de Nab-Paclitaxel fue similar en
ambos casos.

En cuanto a los exosomas con 5FU-+Irinotecan, Panc04.03 y Panc-1 mostraron mayor respuesta al
farmaco libre (0.1344 pg/pL 5FU; 0.00216 pg/uL irinotecan), pero en PL45 y BxPC-3 no hubo
diferencias entre ambas formas. La cantidad de farmaco encapsulado fue en promedio 10,75 veces
menor para 5FU y 12,3 veces menor para irinotecan, respecto a las concentraciones libres
evaluadas.

Notablemente, la linea normal hTERT-HPNE mantuvo su viabilidad tras el tratamiento con
exosomas cargados, mientras que el tratamiento libre redujo su viabilidad en un 60% (Figura 5C).

Figura 5C
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Figura 5C. Grafica de barras que muestra la viabilidad celular de las diferentes lineas celulares
tratadas con exosomas (azul), exosomas cargados con FOLFIRINOX (rojo), o con la combinacién
de farmacos sin exosomas (amarillo).

Estos resultados demuestran que los exosomas cargados con farmacos tienen un efecto similar
in vitro con respecto el farmaco libre mientras reducen la toxicidad de 5FU y irinotecan sobre las
células no tumorales puesto que la captacién de exosomas de estas células es muy escaso.
Ademas, el efecto tumoral observado se debe a una décima parte de la concentraciéon del
farmaco que presenta la misma efectividad antitumoral.

5.- Los exosomas procedentes de lineas celulares tumorales pueden trasmitir
guimioresistencia.
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Se evalud si los exosomas de células de cancer de pancreas resistentes a gemcitabina (GEM) y
nab-paclitaxel (Nab-P) podian inducir resistencia en células sensibles. Panc04.03 se identificé como
resistente a ambos farmacos, mientras que BxPC-3 y PL45 eran sensibles (Figura 6A).

Figura 6A
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Figura 6A. Determinacion de la IC50 de las lineas celulares Panc04.03, PL45 y BxPC3 para
determinar la resistencia o sensibilidad a Gemcitabina (GEM) o Nab-Paclitaxel (Nab-P).

Exosomas de Panc04.03 tratadas con GEM+Nab-P se co-cultivaron con PL45 (sensible a GEM) y
BxPC-3 (sensible a Nab-P) para analizar viabilidad, apoptosis y migracién (Figura 6B).
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Figura 6B. Esquema del experimento donde se obtienen exosomas de la linea resistente a GEM
0 a Nab-P, Panc04.03, y de las lineas sensibles a GEM o Nab-P, PL45 y BxPC3 respectivamente tras
ser tratadas con la IC50 de GE. Aqui se observa como los exosomas de la linea resistente
Panc04.03 con ere resistencia a PL45 mientras que con sus propios exosomas permanece sensible
(izquierda). Y como los exosomas de la linea resistente a Nab-P, Panc04.03, con eren resistencia
frente a Nab- P a la linea sensible BxPC3 mientras que no lo hacen sus propios exosomas

(derecha).

Los exosomas de Panc04.03 aumentaron significativamente la resistencia a GEM en PL45 (p =
0,032) y a Nab-P en BxPC-3 (p = 0,014), mientras que los exosomas de lineas sensibles no
mostraron efecto o incluso redujeron la viabilidad (Figura 6C).
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Figura 6C
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Figura 6C. Gréficos de viabilidad celular de las lineas sensibles PL45 (izq) y BxPC3 (der) cuando
son tratados con sus propios exosomas y con los exosomas de la linea resistente a ambos
farmacos, Panc04.03.

Ademas, estos exosomas redujeron significativamente la apoptosis inducida por GEM en PL45 (p
< 0,0001) y mostraron una tendencia a reducirla en BxPC-3 (p = 0,085), sin cambios con exosomas

propios (Figura 6D).
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Figura 6D. Graficos de apoptosis celular de las lineas sensibles PL45 (izq) y BxPC3 (der) cuando
son tratados con sus propios exosomas y con los exosomas de la linea resistente a ambos
farmacos, Panc04.03.
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Por ultimo, los exosomas de Panc04.03 también incrementaron la migracién en células PL45
tratadas con GEM (p < 0,001) y en BxPC-3 tratadas con Nab-P (p = 0,024), mientras que los
exosomas autélogos no alteraron este efecto (Figuras 6E y 6F).

Figura 6E
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Figura 6E. Microfotografias hechas a 0 horas y tras 48 horas (izq) y andlisis del area de migracién
(der) de la linea sensible a GEM, PL45, a diferentes condiciones. No Ex/No tto: no exosomas/no
tratamiento; No Ex/GEM: No exosomas y tratado con Gemcitabina; Ex PL45/GEM: exosomas de
PL45 y tratamiento con Gemcitabina; Ex Panc04.03/GEM: exosomas de Panc04.03 y tratamiento
con Gemcitabina; No Ex/Nab-P: No exosomas y tratado con Nab-Paclitaxel; Ex BxPC3/Nab-P:
exosomas de BxPC3 y tratado con Nab-Paclitaxel; Ex Panc04.03/Nab-P: exosomas de Panc04.03 y
tratado con Nab-Paclitaxel. P<0.05 se considera estadisticamente significativo.

Figura 6F
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Figura 6F. Microfotografias hechas a 0 horas y tras 48 horas (izq) y analisis del drea de
migracion (der) de la linea sensible a Nab-P, BxPC3, a diferentes condiciones. No Ex/No tto: no
exosomas/no tratamiento; No Ex/GEM: No exosomas y tratado con Gemcitabina; Ex PL45/GEM:
exosomas de PL45 y tratamiento con Gemcitabina; Ex Panc04.03/GEM: exosomas de Panc04.03 y
tratamiento con Gemcitabina; No Ex/Nab-P: No exosomas y tratado con Nab-Paclitaxel; Ex
BxPC3/Nab-P: exosomas de BxPC3 y tratado con Nab-Paclitaxel; Ex Panc04.03/Nab-P: exosomas
de Panc04.03 y tratado con Nab-Paclitaxel. P<0.05 se considera estadisticamente significativo.
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Estos hallazgos confirman que los exosomas de células quimioresistente pueden transferir
resistencia y promover migracién en células sensibles de forma paracrina.

6.- Analisis de protedmica funcional de los exosomas revela 31 proteinas asociadas a
quimioresistencia

Se investigaron los factores responsables de la transferencia de quimiorresistencia por exosomas
derivados de lineas de cancer de pancreas (PDAC). Se aislaron exosomas de lineas tumorales
sensibles y resistentes a Gemcitabina (GEM) y Nab-Paclitaxel (Nab-P), asi como de una linea no
tumoral (hTERT-HPNE), antes y después del tratamiento con GEM (IC50) y Nab-P (IC25) durante 24
h. Las proteinas exosomales fueron marcadas y analizadas por espectrometria de masas,
generando volcano plots para identificar proteinas diferencialmente expresadas (Figura 7A).

Figura 7A

Figura 7A. Esquema del proceso en el que los exosomas de 3 lineas celulares tumorales y de
una linea no tumoral (hTERT-HPNE) fueron extraidos antes y después de ser tratadas con IC50 de
GEMy IC25 de Nab-P. Las muestras proteicas de los exosomas se marcaron con el kit
TMT-multiplex y se analizé6 mediante espectrometria de masas donde cada pico fue analizado por
separado para identi car las proteinas presentes. Posteriormente con un diagrama de Volcano, las
proteinas se separaron hacia la izquierda (infraexpresadas) y derecha (sobreexpresadas).

En exosomas de células resistentes a GEM, se detectaron 248 proteinas desreguladas (169
sobreexpresadas); en las sensibles, 238 (157 sobreexpresadas). Comparando ambas condiciones,
se identificaron 161 proteinas exclusivas de resistencia a GEM (Figura 7B-arriba). Para Nab-P, se
hallaron 179 proteinas desreguladas en células resistentes (111 sobreexpresadas) y 195 en
sensibles (186 sobreexpresadas). Se identificaron 94 proteinas exclusivas de resistencia a Nab-P
(Figura 7B-abajo).

Un analisis conjunto revel6 31 proteinas sobreexpresadas en exosomas derivados de células
resistentes a ambos tratamientos (Figura 7C).
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Figura 7By 7C
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Figura 7B y C. De izquierda a derecha: Volcano plots para las lineas resistentes tratadas y sin
tratar, y sensibles tratadas y sin tratar para Gemcitabina (arriba) y Nab-Paclitaxel (abajo). Los
circulos muestras los diagramas de Venn, con las proteinas sobreexpresadas en las lineas
resistentes vs. las sensibles para Gemcitabina (naranja, arriba) y Nab-Paclitaxel (azul y verde claro,
abajo). A continuacién, se normalizaron las proteinas diferencialmente expresadas con las
proteinas de la linea celular normal. Todo ello, ofrecié 31 proteinas asociadas a resistencia tanto a
Gemcitabina como a Nab-Paclitaxel. Barra de escala: 50 uM.

Mediante la base de datos TCGA, se evalud la relacion de estas 31 proteinas con la supervivencia de
pacientes con PDAC. Solo tres mostraron asociacion con mal pronéstico (Figuras 7D, Ey F).

Figura 7D-7E-7F
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Figura 7D-7E-7F. Curvas de supervivencia global del factor 1, 2 y 3 respectivamente a nivel de
mRNA. P<0.05 se considera estadisticamente significativo.

En una cohorte institucional de 165 muestras, la inmunohistoquimica confirmé que la

sobreexpresion del factor 1 se asociaba significativamente con menor supervivencia global (p =
0,018; Figura 7G).
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Figura 7G-TH-7I
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Figura 7G-7H-71. Validacién de las supervivencias de los pacientes seguin la expresién de los
factores 1, 2y 3 a nivel de proteina. Microfotografias de baja y alta expresién de cada uno de los
factores. Curvas de supervivencia global de los factores 1, 2 y 3 a nivel de proteina para alta
expresion (verde) y baja expresion (azul). P<0.05 se considera estadisticamente significativo.

Aunque a nivel de mRNA los factores 1y 2 se vincularon con mal prondéstico, a nivel proteico los
factores 2y 3 se asociaron con mejor prondstico (Figuras 7H y 71). En conjunto, estos resultados
destacan al factor 1 como una potencial diana terapéutica frente a la quimioresistencia en el
cancer de pancreas.

Discusion

El estudio de Kamerkar et al. publicado en Nature en 2017, fue uno de los primeros trabajos en
demostrar que los exosomas pueden ser usados como vehiculos terapéuticos para atacar
mutaciones oncogénicas como KRAS G12D en cancer de pancreas. Aunque es un trabajo pioneroy
de gran impacto, también presenta varias limitaciones, especialmente en el contexto de su posible
traslacion clinica. Una de las principales limitaciones es que estos exosomas se dirigieron
exclusivamente contra una mutacién especifica del gen KRAS G12D, que, si bien es prevalente en
el cdncer de pancreas, no estd presente en todos los pacientes.

El estudio no aborda la posibilidad de mutaciones coexistentes ni evalla si los tumores pudieran
desarrollar mecanismos de escape o resistencia a través de vias alternativas. Esta limitacién es
especialmente relevante considerando la conocida plasticidad del cancer pancredtico y su
capacidad de adaptarse a presiones terapéuticas. Asimismo, lo que se cargé fue un small
interfering RNA (siRNA) cuyo potencial de silenciamiento es transitorio y la duracién de la
inhibicion suele ser inferior a 1 semana. Otro punto para considerar es que, si bien se reportoé la
ausencia de toxicidad evidente y de respuesta inmune en los modelos animales utilizados, el
estudio no analizé en profundidad posibles efectos inmunolégicos o adversos a largo plazo. Dado
que los exosomas utilizados fueron derivados de fibroblastos, su perfil inmunogénico podria ser
diferente en humanos, particularmente si se emplean en contextos alogénicos o repetidas veces.
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Finalmente, una limitaciéon importante es la ausencia de comparacion directa con tratamientos
estandar, como FOLFIRINOX o la combinacion de Gemcitabina con Nab-Paclitaxel. Esto dificulta
valorar si la estrategia basada en exosomas aporta una ventaja terapéutica real respecto a las
opciones disponibles actualmente, en especial considerando que las terapias dirigidas en cancer
de pancreas aun enfrentan importantes barreras clinicas.

En nuestro estudio demostramos que los exosomas procedentes de células tumorales presentan
una alta afinidad hacia las células tumorales de pancreas. Al ser cargados con farmacos usadas en
el manejo de pacientes oncoldgicos, estos exosomas pueden ser captados en mayor medida por
las células tumorales con una limitada penetrancia en células normales, lo que aumenta la
efectividad del tratamiento y reduce los efectos secundarios.

Por otra parte, nuestros resultados de protedmica funcional de los exosomas de lineas resistentes y
sensibles tras ser tratados con tratamientos revelaron una serie de factores que se podrian estar
trasmitiendo mediante exosomas a las células vecinas. Tras validar estos factores asociandolos a la
supervivencia de los pacientes pudimos identificar uno de ellos cémo un factor cuya
sobreexpresion se asociaba a mal prondstico y, por lo tanto, podria ser un marcador subrogado de
quimioresistencia.

Este nuevo factor descubierto mediante este abordaje protedmico puede abrir nuevas
oportunidades para disefiar una nueva terapia que evite la quimioresistencia en células de PDAC,
que actualmente es una de las estrategias por la que este tipo de tumores maligniza y reduce la
supervivencia de los pacientes.

Conclusion

En el presente estudio demostramos como los exosomas producidos por células tumorales
derivadas de cancer de pancreas aumentan la afinidad hacia las células pancreaticas y limitando el
acceso a otras células normales de otros tejidos. Ademas, tras ser cargados con 5FU+irinotecan o
Gemcitabina/Nab- paclitaxel obtenemos una eficiencia antitumoral parecida a los farmacos libres,
pero los exosomas permiten usar concentraciones entre 10 veces menor de farmacos.

De esta manera tendriamos una eficiencia parecida, pero con una toxicidad por el tratamiento
menor. Esto es de suma importancia porque que en el caso del FOLFIRINOX, que es el que mas
supervivencia presenta, solamente se administra cuando los pacientes tienen un estado de salud
bueno por su elevada toxicidad. La combinacién de exosomas cargados con farmacos utilizados en
la practica clinica habitual, junto con un inhibidor del “factor 1” encontrado en este abordaje
protedmico, podria mejorar la tasa de respuesta frente a los farmacos actuales contra el cancer de
pancreas, y asi mejorar la supervivencia y calidad de vida de los pacientes.
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Memoria del proyecto
Antecedentes del tema

El adenocarcinoma ductal de pancreas (PDAC) presenta la supervivencia mas baja de todos los
tipos de cancer, con una supervivencia a 5 aflos de solo un 6% de los pacientes [1], y se prevé que
en el aflo 2030 sea la segunda causa de muerte asociada al cdncer en varios paises desarrollados
[2]. Su mal prondstico se debe, en parte, a que presenta una evolucion silenciosa en las primeras
etapas de desarrollo, por lo que solo un 20% de pacientes son candidatos a cirugia cuando se
diagnostican.

Los signos del PDAC son limitados debido a la localizaciéon anatémica del pancreas y los sintomas
son inespecificos, como pérdida de peso, cansancio, dolor abdominal o ictericia. Los factores de
riesgo son muy diversos e incluyen tabaquismo [3], sobrepeso/obesidad, alcoholismo [4-5] y
algunas alteraciones genéticas.

El diagndstico de estos tumores se realiza por una combinacién de técnicas radioldgicas y el
estudio citolégico de biopsias obtenidas por aspiracién con aguja fina durante ecoendoscopia
pero, incluso tras un estudio de anatomia patolégica, no siempre se consigue un diagndstico
definitivo. En ocasiones se requiere la obtencién de nuevas muestras porque la calidad no es
buenay la deteccién de células malignas puede confirmar el diagnéstico, pero un resultado
negativo no permite descartarlo.

En la actualidad no se dispone de biomarcadores especificos y sensibles para la deteccion y el
seguimiento de los pacientes con PDAC. El antigeno carbohidrato 19-9 (CA 19-9) se emplea en
clinica para detectar una recidiva tumoral tras reseccién quirdrgica o para seguir la respuesta del
tratamiento farmacoldgico [6], pero se considera muy poco fiable. Respecto a su utilidad
diagndstica, presenta una sensibilidad y especificidad bajas, ya que puede estar elevado en
pacientes con colestasis obstructiva, con colangiocarcinoma (CCA) y con enfermedades benignas
como pancreatitis o coledocolitiasis [7,8] y con frecuencia los valores son normales en pacientes
con lesiones pretumorales [7]. Ademas, hay que tener en cuenta que alrededor de un 10% de la
poblacién caucasica no expresa este marcador.

Con cierta frecuencia los tumores localizados en la cabeza del pancreas no pueden ser clasificados
con certeza como PDAC o CCA distal (dCCA) y los pacientes son tratados de forma similar, sin
embargo, son dos tipos de tumores diferentes con distinto pronéstico [9] y que requieren
tratamientos con farmacos especificos para que se obtenga una respuesta éptima. La dificultad
para alcanzar un diagnéstico fiable entre el PDACy el dCCA supone un problema grave y justifica
gue sea urgente buscar nuevos marcadores no invasivos para la deteccién especifica del PDAC.

Los avances en los ultimos afos de las tecnologias dmicas de alto rendimiento han permitido
alcanzar resultados prometedores en el diagnéstico de varios tipos de tumores, incluido el PDAC,
algunos de estos trabajos los han liderado los solicitantes de este proyecto [10-15]. En concreto, en
un estudio preliminar se habian identificado metabolitos que permitian diagnosticar la presencia
de lesiones malignas en la cabeza del pancreas y se habia seleccionado un panel de 9 metabolitos
que, junto con el CA 19-9, permitian diferenciar entre el PDACy el dCCA [14].
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Se propone validar los resultados en una cohorte mas amplia de pacientes y poner a punto un
método de analisis de los metabolitos seleccionados por HPLC-MS/MS convencional, que permita
que este analisis pueda realizarse de forma mas sencilla y que en el futuro se pueda determinar en
hospitales. Ademas, algunas de las proteinas aisladas de EVs de suero [12] parecen discriminar entre
PDAC y CCA (datos no publicados), por lo que se pretende confirmar su utilidad diagnéstica en
muestras de suero de los mismos pacientes. Ademas, se analizara si algunos de estos marcadores
(metabolitos y/o proteinas) permiten monitorizar la evolucién de los tumores.

La Unica opcidn curativa para el PDAC es la cirugia mas quimioterapia adyuvante, pero la mayoria
los casos se detectan tarde, cuando los pacientes no son candidatos a cirugia. Cuando la cirugia no
es una opciodn, el tratamiento farmacolégico de primera linea consiste en FOLFIRINOX
(5-fluorouracilo, leucovorina, irinotecan, oxaliplatino) y para los pacientes que no toleran esta
terapia se administra gemcitabina+/- nab-paclitaxel. Desafortunadamente, el PDAC es un tumor
muy refractario a la quimioterapia y algunos pacientes no responden (quimiorresistencia intrinseca)
o con el tiempo recaen (quimiorresistencia adquirida), sin embargo, se conoce poco de los
mecanismos de resistencia en cancer de pancreas [16].

Los niveles de proteinas implicadas en la captacion y eflujo de farmacos pueden afectar a la
cantidad de compuestos activos que alcanzan sus dianas intracelulares [17], pero no siempre es
posible realizar un analisis en muestras de biopsias, por lo que su analisis en EVs aisladas del suero
podria permitir determinar los cambios que se producen durante el tratamiento y ajustarlo o
utilizar diferentes estrategias para superar la resistencia.

Objetivo

De forma resumida, el objetivo de este proyecto era identificar biomarcadores que se detectaran en
muestras de suero y/o biopsias que pudieran ser Utiles para i) el diagnostico y el seguimiento de la
enfermedad y ii) para predecir la respuesta a la quimioterapia (Figura 1).

Identificacion de biomarcadores con utilidad diagnodstica

OTHER
GEMES ELEMEM

.-—'—'--,\P —

Identificacion de biomarcadores para predecir la falta de
respuesta al tratamiento farmacologico

Figura 1. Representacion esquematica de los objetivos del proyecto.
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Resultados

Identificacion de biomarcadores con utilidad diagnéstica/sequimiento

Andlisis metabolémico en muestras de suero obtenidas al diagnéstico para la identificacion de
biomarcadores con utilidad en el diagnéstico temprano del PDAC y en el diagnéstico diferencial
con dCCA.

Se seleccionaron muestras de suero de 62 pacientes con PDAC, 45 con dCCA, 53 con enfermedades
benignas del pancreas (quistes y pancreatitis) y 45 sujetos control procedentes del Complejo
Asistencial Universitario de Salamanca y del Hospital Universitario Donostia de San Sebastian. Se
llevé a cabo un andlisis metabolémico que identificé 467 metabolitos en suero, principalmente
lipidos y aminodcidos. Se obtuvo un modelo que combinaba 10 metabolitos (aminoacidos, lipidos
y esteroides) que mostré una buena capacidad para distinguir sujetos con tumores de los que no
tenian tumores, con una sensibilidad del 75%, una especificidad del 81% y un drea bajo la curva
(AUC) de 0,86 (Figura 2). Los resultados fueron mejores que los obtenidos con el CA 19-9.
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Figura 2. Capacidad de prediccion diagndstica del modelo logistico en tumores localizados en la
cabeza del pancreas (dACCA+PDAC) frente a no tumores (Control+BPD). (A) Diagramas de cajas
mostrando la probabilidad de detectar cada grupo como tumores. (B) Area bajo la curva (AUC) en
cohortes de descubrimiento y validacién y considerando ambas cohortes.

En la comparacién entre ambos tumores localizados en la cabeza del pancreas, evaluamos el
modelo descrito en un estudio previo que incluia 9 metabolitos mas el marcador tumoral CA 19-9.
Los resultados obtenidos fueron un AUC de 0,80, una sensibilidad del 70% y una especificidad del
85%; unos valores ligeramente mas bajos que los obtenidos en el primer estudio, pero mejores
que los del CA 19-9. En el futuro, esta previsto incluir parametros clinicos en el modelo para ver si
mejora la capacidad diagndstica, ya que es clave identificar el tipo de tumor para que el manejo
de los pacientes sea el 6ptimo.
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L Estudio de la utilidad de metabolitos en el seqguimiento de la evolucion mediante el andlisis
al diagnéstico y un mes tras la extirpacién de los tumores. Relacion con la respuesta
radiolégica.

En relacién con la utilidad de estos metabolitos para seguir la respuesta de los pacientes a los
tratamientos, seleccionamos 10 pacientes con PDACy 10 con dCCA de los que se disponia de
suero obtenido antes de la cirugia y un mes después de la cirugia. Después de realizar el
estudio metabolémico encontramos cambios profundos en el perfil metabolémico antes y
después de la cirugia, que incluian alteraciones en los metabolitos seleccionados por permitir
diferenciar pacientes con tumores y enfermedades benignas y también en muchos otros
metabolitos. Sin embargo, el analisis de los resultados sugeria que los cambios tan grandes
observados se debian en gran parte a la propia cirugia, ya que no encontramos relacién en
funcién de que tras la extirpacién del tumor hubiera presencia o ausencia de enfermedad
residual macroscopica o microscopica en los margenes quirdrgicos. Nos planteamos en el
futuro hacer analisis al menos 3 é 6 meses tras la cirugia, cuando los cambios en el
metabolismo debidos a la cirugia y al proceso de recuperacion del paciente hayan pasado, y
realizar asociaciones entre los metabolitos seleccionados y la presencia/ausencia de
enfermedad residual determinada por radiologia.

A continuacion, decidimos poner a punto un método para medir por HPLC-MS los 12 mejores
metabolitos. Como se puede observar en la figura 3, tras numerosas pruebas conseguimos
un método que en menos de 10 minutos nos permitia separar los picos correspondientes a
cada metabolito.
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Figura 3. Cromatograma obtenido al inyectar la misma cantidad de una mezcla de 12 moléculas
seleccionadas por sus valores de especificidad y sensibilidad para discriminar PDAC y dCCA.
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Este método se probo6 en muestras de 15 pacientes de cada grupo experimental (PDAC, dCCA,
quistes, pancreatitis cronica y sujetos control). Aunque los resultados han sido moderadamente
satisfactorios para distinguir entre PDAC y dCCA, el método permite discriminar a los pacientes con
tumores de los que tienen enfermedades benignas del pancreas o sujetos controles, y confirma que
es posible seleccionar un panel de metabolitos tras unos analisis metabolémicos caros y complejos
y poner a punto un método de deteccion mas sencillo para realizar en laboratorios clinicos.

Identificacion de biomarcadores para predecir la respuesta al tratamiento
farmacoldgicola

° Determinacion de la expresion de genes de quimiorresistencia en biopsias de PDAC
mediante TLDAs.

Llevamos a cabo la determinamos de la expresion del RNAm de 94 genes relacionados con
mecanismos de quimiorresistencia en 32 muestras de tumores de pacientes con PDAC
tratados con quimioterapia (10 clasificados como respondedores y 22 no respondedores)
mediante RT-gPCR utilizando TLDAs. Las tarjetas microfluidicas o TagMan Low Density Arrays
son placas que permiten realizar 384 reacciones de PCR al mismo tiempo, ya que cada uno de
los pocillos contiene una sonda Tagman a para el gen de interés. El uso de TLDA tiene varias
ventajas sobre la PCR convencional: utiliza un menor volumen de cDNA y es un método
sensible, fiable y rapido. La figura 4 muestra una imagen de TLDAs y los resultados de 8
muestras en los genes implicados en dos de los mecanismos de quimiorresistencia (MOCs)
estudiados: MOC-1, genes relacionados con la entrada y expulsion de farmacos en las células
tumorales y MOC-2, genes que codifican a enzimas implicadas en el metabolismo de
farmacos. Los cambios en estos genes condicionan los niveles de farmacos en el interior
celulary, por lo tanto, la respuesta farmacolégica a gemcitabina/nab-paclitaxel o folfirinox.
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Figura 4. Imagenes de tarjetas microfluidicas (izquierda) utilizadas para determinar la expresién
de genes relacionados con quimioresistencia implicados en la captacién, el eflujo y el
metabolismo de farmacos. A la derecha se muestran los niveles de expresién del RNAm en
muestras de tumores de pacientes con PDAC que respondieron o no al tratamiento farmacolégico
con gemcitabina/nab-paclitaxel o folfirinox.
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Encontramos cambios importantes en genes que codifican proteinas que participan en la
captacion de farmacos, como SLC28A3 y SLC29A1, que codifican para los transportadores de
nucledsidos CNT3 y ENT1, respectivamente, en transportadores de aniones organicos, como
SLCO1B3 y SLCO1B1 (OATP1B3 y OATP1B1). Entre las bombas de eflujo destacaron cambios en los
niveles de expresion de ABCC1, ABCC3 y MVP, que codifican para las proteinas asociadas con
resistencia MRP1, MRP3 y la major vault protein1 o LRP1, respectivamente. Respecto a las enzimas
del metabolismo, los cambios mas importantes se observaron en GSTP1, que codifica para la
enzima glutation S transferasa 1. Ademas se determinaron genes que codifican las dianas de los
farmacos, las enzimas reparadoras del dafio en el DNA, y proteinas que participan en vias de
apoptosis/supervivencia.

° Correlacion de los niveles de proteinas implicadas en quimiorresistencia y la respuesta
radiolégica

Puesto que la expresion a nivel de RNAm no siempre correlaciona con los niveles de proteina
y, en el caso de las proteinas transportadoras, ademas de que haya expresion, deben de estar
correctamente localizadas en la membrana plasmatica de las células tumorales para que
hagan su funcién de forma adecuada, llevamos a cabo estudios de inmunohistoquimica en
cortes de tejido de parafina de muestras de biopsias de pacientes con PDAC utilizando
anticuerpos especificos. Disponiamos de informacién de los tratamientos farmacoldgicos
recibidos y de la respuesta determinada por analisis radiolégicos cada 3 meses. La figura 5
muestra una representacion de la obtencion de muestras de parafina y unas imagenes
representativas de la expresidon de una de las proteinas transportadoras estudiadas, MRP3,
gue hemos demostrado que tiene un papel importante en el transporte de 5-fluorouracilo,
irinotecan y oxaliplatino [20]. No observamos niveles elevados ni cambios de expresién entre
respondedores y no respondedores en ABCG2, que codifica para BCRP y transporta
gemcitabina [21], y los cambios en MRP1 podrian contribuir a la respuesta a nab-paclitaxel.
Los resultados mas relevantes fueron que los niveles elevados de expresién de MRP3 se
asociaban con una pobre respuesta a folfirinox y con menor supervivencia global.

Proteina que expulsa farmacos FOLFIRINOX

i s

Figura 5. Representacion esquematica de la obtencidon de muestras de biopsias de tumores y su
procesamiento para la obtencién de cortes de parafina (izquierda) e imagenes representativas de
un caso con elevada expresion y otro con baja expresién de MPR3 en muestras de pacientes con
PDAC.
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Conclusiones

Este proyecto representa un avance significativo hacia una medicina de precision en el tratamiento
del cancer de pancreas. En concreto:

° Para detectar antes y tratar mejor; la posibilidad de diagnosticar el cdncer en sus fases
iniciales mediante un analisis de sangre puede marcar una gran diferencia en la
supervivencia.

() Evitar tratamientos ineficaces; saber si un paciente responderd o no a un tratamiento permite
ahorrar tiempo y reducir efectos secundarios innecesarios.

° Disenar tratamientos personalizados; el andlisis de la sangre permite hacer un seguimiento
del tumor sin necesidad de nuevas biopsias invasivas.

@  Acercar lainvestigacion a la clinica; los métodos desarrollados buscan ser facilmente
integrables en hospitales publicos, facilitando su adopcién masiva.
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TITULO:

Nueva estrategia terapéutica: estroma e inmunoterapia.

INVESTIGADORA PRINCIPAL: Carmen Guerra

Introduccion

El cancer de pancreas, conocido como adenocarcinoma ductal pancreatico (PDAC), es uno de los
tipos de cancer mas agresivos y con peor prondstico. En los ultimos afos, mientras que otros tipos
de cancer han mostrado mejoras en deteccién precoz y tratamiento, el PDAC sigue aumentando en
incidencia y mortalidad. A menudo se diagnostica en etapas avanzadas, cuando las posibilidades de
tratamiento curativo son muy limitadas.

Una de las caracteristicas mas distintivas del PDAC es su microambiente tumoral, que esta formado
no solo por células tumorales, sino también por una red compleja de otras células y sustancias, entre
ellas el llamado "estroma tumoral”. Este estroma actia como una barrera que protege al tumor,
dificulta el acceso de los medicamentos y ayuda al tumor a evadir el sistema inmunitario. Por ello,
consideramos que es esencial cambiar el enfoque del tratamiento para incluir estrategias que
actuien sobre este estroma.

Objetivos del proyecto

Este proyecto tuvo como objetivo principal investigar una nueva estrategia terapéutica basada en
modificar el estroma tumoral para hacerlo mas vulnerable a los tratamientos, especialmente a la
inmunoterapia. Nos centramos en una sustancia llamada acido hialurénico (AH), que se encuentra
en grandes cantidades en el PDAC y que creemos juega un papel clave en la proteccion del tumor.
Los objetivos especificos fueron:

® Estudiar el papel del acido hialurénico en la progresién del tumor.

° Evaluar si su eliminacion puede facilitar la accién del sistema inmune.

° Comprobar si combinar esta estrategia con inmunoterapia mejora la eficacia del tratamiento.
° Analizar qué tipos de células estromales (como fibroblastos o macréfagos) estan implicadas

en esta interaccion.

Metodologia
Utilizamos modelos de raton modificados genéticamente que reproducen fielmente el desarrollo

del cancer de pancreas en humanos. Estos modelos nos permiten estudiar el comportamiento del
tumor en un entorno muy similar al real.
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Especificamente, eliminamos de forma selectiva los genes responsables de producir acido
hialurénico (Has1, Has2 y Has3) en distintas células del estroma. De esta forma, conseguimos
eliminar el acido hialurénico de los tumores (Figura 1). A continuacién, analizamos el crecimiento
del tumor, la estructura del estroma, la presencia de células inmunes, y la respuesta al tratamiento
con inmunoterapia.

Figura 1: tumores de ratén con (imagen de la izquierda) y sin (imagen de la derecha) acido
hialurénico (tincion marron).

Resultados principales

Nuestros experimentos revelaron varios hallazgos importantes:

° Progresion mas lenta de los tumores en ausencia del acido hialurénico, y por lo tanto,
aumento significativo de la supervivencia (Figura 2).

Figura 2: Crecimiento de tumores de raton seguidos por ecografia. Tumores con acido
hialurénico (simbolo negro; 8 ratones), tumores sin acido hialurénico (simbolo rojo; 7 ratones).
Resultado estadisticamente muy significativo (***¥).
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° Reduccion del estroma: La eliminacién del acido hialurénico provocé una disminucion
del colage no, componentes clave del estroma (Figura 3). Esto hizo que el entorno del tumor

fuera menos denso y mas accesible.

° Activacion del sistema inmunitario: Por primera vez observamos que, al eliminar el
acido hialurénico, se facilitaba la entrada de linfocitos CD8+, que son células inmunes encar

gadas de destruir las células cancerosas (Figura 3).

° Mejora del efecto de la inmunoterapia: Al combinar la eliminacién del AH con inmuno
terapia, los tumores respondieron mejor, mostrando menor tamafo y mayor infiltracion
inmune.

° Macroéfagos reprogramados: Observamos que los macréfagos (células del sistema inmune

gue pueden ayudar o dificultar el control del tumor) cambiaban su comportamiento tras la

reduccién del AH, pasando a un estado mas ac3vo contra el tumor.

Figura 3: A nivel histolégico se observan importantes cambios en los tumores en ausencia del

acido hialurénico (-AH; simbolos rojos) como son, una disminucién significativa del colagenoy
un incremento de los linfocitos CD8+.
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Conclusiones

Nuestros resultados apoyan una nueva vision del tratamiento del cancer de pancreas: en lugar de
centrarse exclusivamente en matar las células tumorales, también debemos modificar su entorno,
especialmente el estroma.

La eliminacién del acido hialurénico se presenta como una estrategia prometedora para "abrir" el
tumor al sistema inmunitario y hacer que terapias como la inmunoterapia, que hasta ahora no
habian sido efectivas en PDAC, puedan funcionar.

Impacto del proyecto

Este proyecto proporciona una base cientifica para nuevas combinaciones terapéuticas que
podrian aplicarse en ensayos clinicos en un futuro cercano. El cancer de pancreas es una
enfermedad con muy pocas opciones terapéuticas efectivas, y nuestros hallazgos podrian
representar un punto de inflexién al incluir estrategias dirigidas al estroma y al sistema inmune.

Ademas, este trabajo contribuye a un mejor entendimiento de cdmo el microambiente tumoral
afecta la progresion del cancer y la respuesta al tratamiento, abriendo nuevas lineas de
investigacion.

Futuras lineas de investigacion

° Explorar la eliminacién de AH en combinacién con otros tratamientos dirigidos a genes
oncogénicos como EGFR o Raf1. También en combinacion con la inmunoterapia y los
inhibidores de Kras.

° Estudiar la eliminaciéon de AH en tumores desarrollados con otras alteraciones, y que por
lo tanto presenten diferente composicion del estroma: modelos de ratén con otras

mutaciones de Kras y otros genes supresores de tumores (P16/P19, Smad4,..).

° Realizar estudios mas detallados sobre el papel de los diferentes tipos de células del
estroma. Se realizaran estudios de secuenciaciéon de RNA de célula unica (scRNAseq).

° Desarrollar marcadores que permitan predecir qué pacientes podrian beneficiarse de
esta estrategia.
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TITULO:

Diagndstico precoz del adenocarcinoma de pancreas mediante la
deteccion de IRAK3 y CLEC4D en biopsia liquida.

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Octavio Caba Pérez

Antecedentes:
1. Adenocarcinoma de pancreas.

Actualmente, el adenocarcinoma ductal pancreatico (ADP) representa una de las neoplasias mas
mortales, manteniendo unas tasas de incidencia y mortalidad inquietantemente cercanas.
Recientemente se ha reportado que en el ano 2017, hubo un total de 448.000 casos nuevos de ADP
en todo el mundo y el nUmero de muertes debidas a esta patologia se ha multiplicado por mas de
2, pasando de 196.000 en 1990 a 441.000 (Pourshams et al., 2019).

Segun datos de la Sociedad Espafola de Oncologia Médica, en Espafa represento la tercera causa
de muerte por cancer en 2017, llegando a diagnosticarse en 2019, mas de 8.000 nuevos casos. A
pesar de las mejoras alcanzadas en su diagndstico y tratamiento, y nuestra creciente comprension
de los complejos eventos moleculares subyacentes al ADP, la tasa de supervivencia a 5 afios sigue
siendo preocupantemente baja, alrededor del 5% (McGuigan et al., 2018).

Actualmente, la reseccidn quirdrgica es la Unica opcion curativa para estos pacientes, mejorando la
tasa de supervivencia a 5 aflos del 5% al 25% (Satyananda et al., 2019). Sin embargo, dada la falta de
sintomas especificos en las primeras etapas de esta enfermedad y su naturaleza agresiva, la gran
mayoria de los pacientes son diagnosticados con cancer avanzado, cuando el tumor ya no es
resecable (Brunner et al.,, 2019). Esta situacion expone la insuficiencia de las estrategias de deteccion
disponibles actualmente para el ADP en una etapa temprana y de mayores opciones de curacion.

2. Biopsia liguida para la deteccion de marcadores tumorales.

El estudio de las células mononucleares de sangre periférica (en inglés, PBMC) se ha propuesto en
los ultimos afnos como un posible marcador indirecto de diversas enfermedades, entre las que se
pueden incluir la epilepsia (Zhand et al., 2018), Alzheimer (Li et al., 2017), diabetes (Christodoulou et
al., 2019) y patologias malignas (Shi et al., 2018; Xie et al., 2018), entre otras muchas.

Desde hace tiempo se sabe que los marcadores tumorales basados en la determinacién de un
patrén de expresidén génica en PBMC presentan un elevado potencial diagnéstico, especialmente si
consideramos que el mecanismo que subyace a esta expresion diferencial es el reconocimiento y la
evasion de la célula tumoral de nuestro sistema inmune (Liew et al., 2006).
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Baine et al. realizaron los primeros estudios en biopsia liquida procedente de pacientes con cancer
de pancreas y demostraron la existencia de modificaciones en la expresion de un total de 383
genes, al compararlos con sujetos sanos control. También en este campo, Huang et al. describieron
la existencia de un perfil génico con expresién especifica en PBMC de pacientes con cancer de
pancreas asociado a diabetes, y que podria usarse para diferenciarlos de individuos sanos.

El estudio en PBMC también ha servido a nuestro grupo para demostrar la existencia de un
perfil de expresién génica que se correlacion6 significativamente con la presencia de rash cutaneo
inducido por erlotinib en pacientes con ADP irresecable, y que podria usarse como indicador
pronéstico en los mismos (Caba et al., 2016).

Con estos antecedentes, estudios realizados por nuestro grupo de investigacion habian
demostrado la existencia de un patron de expresion génica diferencial en PBMC de pacien-
tes con ADP irresecable respecto a sujetos sanos controles. En dicho trabajo, el perfil génico obteni-
do también se validé en un estudio ciego posterior mediante PCR a tiempo real (Caba et al., 2014).
Ademéas, estos resultados se corroboraron en otro estudio, donde se analizaron los niveles de
expresion génica en diferentes poblaciones de pacientes con ADP y mediante dos plataformas de
microarrays diferentes. Los resultados mostraron como muchos de los genes ya propuestos como
marcadores de ADP aparecian diferencialmente expresados en ambos tipos de microarrays (Irigo-
yen et al.,, 2018).

3. IRAK3 y CLEC4D como biomarcadores de ADP.

Como ya se ha comentado anteriormente, nuestro grupo de investigacién habia demostrado la
existencia de ciertas modificaciones en la expresién génica de PBMC en pacientes con ADP
comparados con sujetos sanos control, destacando la combinacién de los genes IRAK3 y
CLECA4D, que alcanz6 una sensibilidad del 86% y especificidad del 100% a la hora de
discriminar entre ambas poblaciones (Caba et al., 2014).

IRAK3 es un gen relacionado con la modulacion del sistema inmune, mediando en el desarrollo de
la tolerancia a células cancerigenas en monocitos (Jain et al., 2014). El aumento del nivel de
expresion de IRAK3 incrementa ciertas citoquinas y moléculas mediadoras, actuando como un
regulador negativo de la inmunidad innata (Freihat et al., 2019). Por su parte, el producto del gen
CLEC4D es un receptor endocitico implicado en la unién a antigenos y en su procesamiento y
posterior presentacion a las células inmunes (Miyake et al., 2015). Este gen ya fue incluido por
Marshall et al., en un panel de 7 marcadores para discriminar pacientes de cancer colorectal de
sanos usando muestras de sangre, mostrando una eficiencia del 71% y sensibilidad del 72%.

En conclusién, nuestro proyecto se presentaba como el desarrollo, a nivel clinico, de los resultados
previos ya obtenidos por nuestro grupo de investigacion. A la vista de los prometedores
resultados obtenidos previamente, nuestra finalidad es corroborar, en una poblacién de
pacientes con ADP resecable, la utilidad del perfil de expresion génica de IRAK3 y CLEC4D en
biopsia liquida como marcador para el diagnéstico precoz del ADP.
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Investigador principal (IP):

El IP del proyecto, el Dr. Octavio Caba, profesor Titular e investigador del Centro de Investigacion
Biomédica (CIBM) de la Universidad de Granada, desarrolla su actividad investigadora en el campo
del diagnéstico precoz del ADP. Su investigacién ha recibido financiacién por parte del Instituto de
Salud Carlos Il y de la Junta de Andalucia, debido a la cantidad y calidad de sus resultados, y a las
patentes y publicaciones que posee en este campo.

Su compromiso con la investigacion traslacional le ha llevado a participar en 6 contratos de
investigacién con la industria farmacéutica destacando los realizados con las empresas Roche
Farma S.A. para el estudio del ADP y el grupo nacional de Tratamiento de Tumores
Digestivos. Ademas, ha sido IP en 2 proyectos competitivos regionales con la misma tematica
(Proyectos 2GREIB y Campus CEIBioTic). Los resultados de su investigacion se han publicado en
diferentes revistas internacionales del Q1, previa proteccion mediante diferentes patentes
(P201930559, P201330897, P201330896).

El presente proyecto de investigacion se desarroll6, por un lado, en el CIBM de la Universidad de

Granada, con amplia experiencia en el avance del conocimiento, el desarrollo y la innovacién en

Biomedicina. Ademas, participaron en el proyecto los servicios de Oncologia Médica del Hospital
Universitario Virgen de las Nieves, del Hospital del Parque Tecnolodgico de la Salud y del Hospital

de Baza, todos en Granada.

Hipotesis de trabajo y objetivos:

Hipodtesis de trabajo: La deteccion del perfil de expresion de los genes IRAK3 y CLEC4D en PBMC
de pacientes con ADP resecable permitird el diagndstico precoz de esta patologia.

Objetivo general: Determinar en biopsia liquida de pacientes con ADP resecable el nivel de
expresion de los genes IRAK3 y CLEC4D como método para poder realizar un diagndstico precoz
de esta enfermedad.

Objetivos especificos:

1. Comparar la expresion diferencial de los genes IRAK3 y CLEC4D en biopsia liquida de
pacientes con ADP resecable en relacién a sujetos sanos, analizando el perfil de dichos
marcadores tumorales mediante PCR a tiempo real y PCR digital.

2. Realizar, en una nueva cohorte de pacientes, un estudio ciego del perfil de expresion de los
genes IRAK3 y CLEC4D en biopsia liquida para determinar su eficiencia, sensibilidad y

especificidad diagndstica.

3. Estudiar las diferencias a nivel de la expresion génica de IRAK3 y CLEC4D al comparar
pacientes de ADP resecable frente a pacientes con ADP metastasico.

4. Relacionar el perfil de expresién génica diferencial de IRAK3 y CLEC4D en pacientes con
ADP resecable con las variables clinico-patoldgicas y de supervivencia de los mismos.
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Material y métodos:

Diseio del estudio:

Estudio de casos y controles, multicéntrico, y de base hospitalaria en atencién especializada de
Oncologia Médica.

Poblacion de estudio:

Pacientes con ADP resecable antes cualquier tipo de tratamiento. Poblacién de referencia: fue la
poblacion atendida en el Hospital Universitario Virgen de las Nieves (HUVN), el Hospital del Parque
Tecnoldgico de la Salud (PTS) y el Hospital de Baza (HB), todos en Granada.

Ademas, se incluyeron pacientes con patologia de ADP metastasicos y 2 poblaciones de sujetos con
patologia pancreatica no maligna, pacientes con pancreatitis crénica y con diabetes tipo 2. Por
ultimo se recluté sangre de una poblacién control pareada, sin patologia pancreatica ni tumoral
previa.

El andlisis del perfil de expresion génica de todas estos grupos de sujetos se realizé por RNASeq con
la empresa Novogene y total RNA.

Criterios de inclusion:

1. Pacientes con diagndstico de ADP confirmado histolégica o citolégicamente, con
enfermedad resecable.

2. Edad superior a 16 afo
3. Estado funcional de Karnofsky igual o superior a 50; 4) Expectativa de vida superior a 2
meses.

Criterios de exclusion:

1. Contraindicacion fisica o psicolégica para tratamiento
2. Embarazo o lactancia

3. Otro diagndstico de cancer en los ultimos 5 afos

4, Presencia o sospecha de alergia.

Sujetos sanos:
Muestras procedentes de sujetos sanos, de caracteristicas similares a la de los pacientes de ADP, sin

patologia pancreatica ni tumoral previa, suministrados por el Biobanco del Sistema Sanitario Publico
Andaluz.
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1. Reclutamiento y estudios en pacientes:

Previa obtencién del consentimiento informado, se recopilaron los historiales clinicos de los
pacientes junto con los datos demograficos, exposicidn previa a tabaco y patologias previas. Ademas,
se recogio la confirmacion anatomopatolégica.

2. Toma de muestras de sangre periférica:

Extraccidon de sangre periférica (20 c.c.) de pacientes con ADP resecable en el servicio de Oncologia
Médica del HUVN, PTS, HB, previa al inicio del tratamiento, mediante el uso de tubos Blood RNA
(PaxGene). Las muestras obtenidas en cada sede fueron enviadas al CIBM mediante mensajeria en
estos tubos que aseguran la estabilidad del ARN. Ademas, se procedio a la obtencién de muestras de
sujetos sanos que actuaran como control.

3. Obtencion de ARN total de sangre periférica: Para ello se utilizé el kit Blood RNA
(PreAnalytix).

4. La calidad del ARN se comprobé mediante el bioanalizador 2100 Bioanalyzer (Agilent).
Sélo con las muestras con un RIN > 8.0 se procedioé a generar las diferentes librerias genémicas de
ADNCc a partir de 1 ugr de las muestras mediante el kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems).

5. RNASeq y total RNA.

Resultados:

Los resultados obtenidos en el presente proyecto se muestran de manera muy breve y superficial,
ya que los mismos estan pendientes de proteccion mediante la correspondiente patente, y
posterior publicacion en diferentes revistas internacionales de impacto.

El andlisis de outliers nos permitié comprobar como solo una muestra control (C45) debia ser
descartada de los futuros estudios por su comportamiento (figura 1).
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Figura 1. Andlisis de outliers con toda las muestras obtenidas.
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Con respecto al andlisis de los 2 genes problema originalmente planteados en el estudio, se observo
como el gen IRAK3 si seguia presentando diferencias significativas de expresién en los grupos de
cancer frente a los que no tenian patologia pancredtica maligna, aumentando su expresién. Sin
embargo, muy importante, esta diferencia no se observé al comparar el grupo de ADP resecable
frente al metastasico. Por el contrario, el andlisis de la expresion del gen CLEC4D mostré como no
existia ninguna diferencia significativa al comparar los diferentes grupos entre ellos, lo que nos hizo
descartar este gen para los estudios siguientes

Figura 2. Niveles de expresion de los genes IRAK3 y CLEC4D en los diferentes grupos de pacientes..
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Estos resultados tan prometedores respecto al gen IRAK3, nos han hecho avanzar en la busqueda de
una posible huella en sangre periférica, que nos permita diferenciar pacientes con patologia tumoral
pancreatica frente a los que no la tienen. Para ello, mediante el uso de los algoritmos “Random
Forest” (RF) y de “Relevancia Minima y Maxima Redundancia” (mRMR), hemos seleccionados aquellos
genes que, junto con el gen IRAK3, contribuyen de manera mas neta a diferenciar entre los
diferentes grupos estudiados.

De este modo, hemos observado como el gen SAE1 aparece también sobreexpresado en las clases
de cancer de pancreas frente a las clases no tumorales, y ademas presenta una monotonia
sanos<resecables<metastasicos por lo que es un magnifico candidato. Este gen ha sido
recientemente propuesto como factor clave pro-carcinogénico que aparece sobreexpresado en
PAD, y provoca la alteracién del ciclo celular mediado por el gen FOXA1 (Chen et al. 2025). Por si
solos, la expresion de estos 2 genes forman una huella con capacidad para distinguir entre los 5
grupos propuestos de un 83% de acierto y una sensibilidad del 70%.

Figura 3. Niveles de expresion de los genes IRAK3 y SAE1 en los diferentes grupos de pacientes.
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El tercer gen propuesto para esta huella fue SORBS2. La adicion de este gen a la huella propuesta
nos permitid, en el caso de la comparativa cancer frente a no cancer, subir del 83 al 84% de acierto,
la sensibilidad se mantuvo en el 70%, y mejord muy ligeramente la especificidad al 94%. Estos
datos parecen deberse a que SORBS2 aporta informacién redundante al algoritmo de clasificacion.

Al menos entrenando sélo con estos 3 genes, las mejoras respecto a usar sélo los 2 primeros fueron
minimas, existiendo una correlaciéon de Pearson de -0.8 entre SAE1 y SORBS2, lo que demuestra que
tienen comportamientos inversos bastante marcados en las muestras. Este ultimo gen ya fue
propuesto como actor clave en la regulacion de la migracién de las células pancreaticas y
tumorigenicidad, apareciendo como bajorexpresado en sujetos con ADP (Taieb et al. 2008).
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Figura 4. Nivel de expresién del gen SORBS2 en los diferentes grupos de pacientes.
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Finalmente, si esta huella de 3 genes propuesta es complementada con 3 genes extra, hemos
llegado a obtener una huella genética con una capacidad de acierto de un 93%, una sensibilidad
del 88% y una especificidad del 97% para distinguir sujetos con ADP de los que no la presentaban.
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Figura 5. Valores alcanzados para la huella de 6 genes propuesta.
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TITULO:

Neoantigenos derivados del splicing como dianas de la
inmunoterapia en cancer de pancreas (Spliclnmuno)

INVESTIGADOR PRINCIPAL : Justo P. Castano Fuentes

COINVESTIGADOR PRINCIPAL : Alejandro Ibafiez Costa

a) Resumen de la propuesta inicial del estudio:
Introduccion.

El cdncer de pancreas tiene la tasa de supervivencia mas baja de todos los canceres en Europa,
donde causa mas de 95.000 muertes al ano. No existe un cribado eficaz, y la mayoria de los
pacientes presentan una enfermedad localmente avanzada (30 — 35 %) o metastasica (50 — 55 %) al
diagnéstico.

El tratamiento sistémico seguido de radiacion es una opcién para los pacientes con enfermedad
localmente avanzada e irresecable. Los tratamientos de quimioterapia combinada presentan una
ventaja de supervivencia de 2 a 6 meses en comparacion con la monoterapia. En cualquier caso, la
supervivencia global sigue siendo escasa, junto con el aumento de la tasa de incidencia de entre el
0,5 -1 % cada ano, lo que hace prever que se convertira en la segunda causa de muerte relacionada
con el cancer en 2030.

Pese a avances recientes, los mecanismos moleculares del cdncer de pancreas no son bien
conocidos, y se necesitan nuevas vias de investigacion. Una de ellas puede ser el estudio del
proceso conocido como splicing. El ADN de nuestros genes se copia en moléculas de ARN que, a su
vez, sirven de molde para fabricar proteinas funcionales. El ADN de los genes esta compuesto por
secuencias “con sentido” (codificantes o exones) que alternan con otras “sin sentido” (intrones).

Por eso, el paso de ADN a ARN requiere un procesamiento posterior, de eliminacién selectiva de
intrones y empalme de exones, el splicing alternativo. A través de este splicing alternativo, la célula
seria capaz de generar proteinas Unicas, ausentes en los tejidos normales, que pueden ser
presentadas por las moléculas MHC, generandose asi neoantigenos derivados del splicing, y luego
reconocidas por las células T propias del paciente, que atacarian a las células tumorales,
destruyéndolas.
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Hipotesis:

El cdncer de pancreas presenta, relativamente, pocas mutaciones, por lo que los neoantigenos
derivados de mutaciones son escasos. Ademas, el microambiente, es decir, las células no tumorales
que acompanan a las células cancerigenas son especialmente inmunosupresoras en el caso del
cancer de pancreas. Por tanto, la hipotesis de este proyecto es que los neoantigenos derivados del
splicing alternativo suponen una alternativa que permitiria el tratamiento inmunoterapico en
cancer de pancreas, que tanto éxito esta teniendo en otros canceres.

Objetivos:

Nuestro objetivo principal es potenciar la aparicién, identificar y validar neoantigenos derivados del
splicing en un modelo preclinico de cancer de pancreas, que permitan el disefio de una vacuna de
ARNm basada en estos neoantigenos, y trasladar los resultados a humano, utilizando las
alteraciones de splicing en biopsias liquidas como marcador sustituto, que puedan predecir la
respuesta.

Descripcion del estudio:

Emplearemos el ratén transgénico mas utilizado y que mejor modela el adenocarcinoma de
pancreas, que se tratara con distintos inhibidores del proceso de splicing, para potenciar la
aparicion de neoantigenos. Tras estos tratamientos, se llevaran a cabo aproximaciones moleculares
y biocomputacionales de ultima generacion, para caracterizar y validar las proteinas susceptibles de
exponerse como neoantigenos.

Después, se disenara una vacuna de ARNm para que el sistema inmune de los ratones reconozca
estos neoantigenos, Unicos de las células tumorales. Para trasladar esto a los humanos, recogeremos
biopsias liquidas y tumores de pacientes para evaluar las desregulaciones de splicing, que seran
analizadas con el objetivo de encontrar neoantigenos accionables. Este estudio permitira identificar
nuevas dianas para el tratamiento inmunoterapico y asi acercar la medicina de precision al
adenocarcinoma de pancreas.

b) Principales resultados

A continuacion, evaluamos el efecto antitumoral de 5 moduladores de splicing en lineas celulares
modelo de adenocarcinoma ductal de pancreas y la inmunotoxicidad en linfocitos citotoxicos
aislados de raton.

° Evaluacion de neoantigenos en muestras de pacientes:

Analizamos la presencia de neoantige nos derivados del splicing mediante un enfoque
biocomputacional en los datos de RNA-seq de una coleccién de 82 muestras de
adenocarcinoma ductal de pancreas amablemente cedida por el grupo del Dr. Scarpa
(ARC-Net, Fundacion Universitaria y Hospitalaria de Verona, Italia). Los analisis
biocomputacionales permitieron predecir neoepitopos, incluyendo su afinidad al MHC de
clase |, y su capacidad para generar una respuesta inmune, es decir, su inmunogenicidad.
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Esta aproximacién utiliza herramientas bioinformaticas y algoritmos avanzados para predecir
como es esta respuesta inmune atendiendo a datos de la expresidn génica de los paciente

° Preparacion de datos:

En concreto, para el analisis de los datos, las secuencias obtenidas se sometieron a un proceso
de filtrado para la eliminacion de adaptadores. Posteriormente, las lecturas se alinearon con el
genoma de referencia humano utilizando la herramienta STAR versién 2.5,82 con la anotaciéon
UCSC RefSeq (refGene) del genoma hg19, obtenida a través de UCSC Table Browser. Para la
identificacién precisa de las uniones de splicing, se configuraron los pardmetros de STAR de
acuerdo con las especificaciones de la herramienta ASNEO. Una vez completado el
alineamiento, los archivos BAM generados se ordenaron e indexaron empleando la
herramienta SAMtools.

° Analisis de datos:

El proceso consta de diversas partes. En primer lugar, se realizé un andlisis in silico mediante
seq2HLA, para determinar el genotipo del sistema antigeno leucocitario humano (HLA)
especifico de cada paciente. Esta herramienta permite deducir los alelos HLA mediante el
alineamiento de lecturas de RNA-seq frente a una base de datos que contiene todos los alelos
de este sistema. De forma simultanea se identificaron los posibles neoantigenos derivados
del proceso de splicing, mediante el pipeline ASNEO, (github.com/bm2-lab/ASNEO) [1]
que incluye los siguientes pasos:

1. Alineamiento de las lecturas al genoma de referencia (hg19) y deteccién de las uniones
de splicing (splicing junctions).

2. Filtrado de las uniones de splicing identificadas en muestras de tejido sano.

3. Incorporacion de las uniones de splicing no descritas en isoformas de referencia,
generando nuevas isoformas y traduciéndose a proteinas.

4. Fragmentacion de las proteinas generadas en péptidos de 9 aminoacidos (9-mer), la
longitud 6ptima para la presentacion por el MHC clase |, y filtrado basado en la ausencia

de estos péptidos en tejidos sanos.

Asi, se generaron péptidos que fueron evaluados en cuanto a afinidad al complejo HLA especifico
obtenido con seq2HLA, a través del software NetMHCpan-4.1

(https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetMHCpan-4.1/).
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Para finalizar, se evalud la capacidad de generar respuesta inmune de los neopéptidos mediante
una funcionalidad especifica de Immune Epitope Database y Analysis Resource, seleccionando
Unicamente aquellos péptidos que muestran afinidad relevante a MHC de clase | y con capacidad
destacada para desencadenar respuesta inmune.

Una vez establecida la lista de potenciales neoantigenos, se realizé una busqueda exhaustiva en el
genoma de referencia utilizando las herramientas Genome Browser y Ensembl, con el objetivo de
identificar los eventos de splicing no canénicos responsables de la generacién de los
neopéptidos.

El analisis revelé que cada tumor muestra un conjunto de posibles proteinas derivadas de splicing
alternativo, a las que el software asigné un rango de unién predicho a moléculas MHC-I

(Figura 1). Hemos observado que el nimero de péptidos predichos depende del nimero de
lecturas, pero se detectan péptidos de 9-mer con capacidad de unién a moléculas MHC-I en
practicamente todas las muestras, ademas de tener una inmunogenicidad distinta. Ninguno de
estos neoantigenos habia sido descrito previamente.
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Figura 1. Deteccion de neoantigenos derivados de splicing en adenocarcinoma ductal de
pancreas. Deteccidon de neoepitopos derivados de splicing de datos de RNA-seq de un set de 82
muestras de cancer de pancreas (A) y en la linea celular MIA PaCa-2 tras silenciar el factor de splicing
EIF4A3 (B), los colores indican la probabilidad de que se unan de forma débil, fuerte o con poca
probabilidad. Esquema del ensayo con la linea celular MIA PaCa-2 (C).
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Numero de péptidos de 9-mer que presentan alta (SB) o baja (WB) afinidad segun el genotipo HLA
en un paciente (D) a modo de ejemplo, y en las células MIA PaCa-2 (E). Puntaje de inmunogenicidad
en las muestras de los pacientes (F) y en la linea celular (G), cuanto mas alto es, mas probabilidad es
de que se activen los linfocitos T CD8+. Resultados preliminares no publicados

Evaluacion de la eficacia de los inhibidores del splicing en lineas celulares.

Para los ensayos funcionales, se emplearon dos lineas celulares representativas de cancer de
pancreas, MIA PaCa-2 (CRL- 1420) y BxPC-3 (CVCL_0186), ambas adquiridas de la American
Type Culture Collection (ATCC, Barcelona, Espana). Ambas lineas celulares exhiben
mutaciones en el gen TP53, pero presentan diferencias en el grado de agresividad clinico,
siendo la primera de ellas la que exhibe una mayor agresividad.

La linea celular MIA PaCa-2 de fenotipo epitelial-mesenquimatoso, presenta ademas una mutacién
activadora en el oncogén KRAS, lo que contribuye a su alta agresividad y capacidad invasiva. Se
cultivé en medio DMEM 4,5 g/L de glucosa, suplementado con suero fetal bovino al 10 % (FBS;
Sigma-Aldrich, Misuri, EE.UU.), suero de caballo al 2,5 % (ThermoFisher Scientific Inc., Massachusetts,
EE. UU.), glutamina 2 mM al 1 % (Biowest, Nuaillé, Francia) y antibiético/antimicético al 1 %
(Gentamicina/Anfotericina B, Sigma-Aldrich). Por otra parte, la linea celular BxPC-3, con un
fenotipoepitelial se caracteriza por ser moderadamente diferenciada, con un perfil de agresividad
intermedia. A diferencia de MIA PaCa-2 no presenta mutacion en KRAS. Se cultivé en medio RPMI
1640 (Cytiva, Barcelona, Espafa), suplementado con FBS al 10 % y glutamina 2 mM al 1 % (Biowest) y
antibiotico/antimicético al 1 % (Gentamicina/Anfotericina B, Sigma-Aldrich). Las lineas celulares
crecieron en condiciones controladas en un incubador (37 oC y atmosfera humidificada con un 5 %
de concentracion de CO2). Ambas lineas se sometieron a comprobaciones rutinarias con el fin de
detectar posibles contaminaciones de micoplasma mediante PCR.
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Figura 2. Efecto antitumoral de los inhibidores de splicing. Los diversos moduladores del
splicing ensayados, que se dirigen a distintos elementos del splicecosoma (por ejemplo, reguladores
clave de su nucleo o factores de splicing), desencadenaron pautas distintas como farmacos
antitumorales
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En concreto, hemos utilizado 5 inhibidores del mecanismo de splicing:

° Pladienolide-B (Biomol, Sevilla, Espana), inhibidor de SF3B1, elemento del core del
spliceosoma, que fue utilizado en nuestro proyecto previo [2]

° Birabresib (OTX-015, MedChemExpress LLC, Monmouth Junction, NJ, EE. UU.), un inhibidor de
la familia de proteinas BET (bromodomain extra terminal), que modulan el splicing alternativo
de cientos de genes [3].

° GSK3368715 (MedChemExpress LLC), un inhibidor de PRMT1, una metiltransferasa que
modifica residuos de arginina en proteinas, particularmente en factores de splicing [4].

° GSK3326595 (MedChemExpress LLC), un inhibidor de PRMT5, otra metiltransferasa, que tiene
un papel es distintos procesos, incluyendo el ensamblaje de los ARN pequefios nucleares,
esenciales en el proceso de splicing [5].

° Indisulam (MedChemExpress LLC), un inhibidor de RBM39, un factor de splicing que
promueve la inclusién de exones [6].

De hecho, todos estos inhibidores, salvo el Pladienolide-B se estan usando en ensayos clinicos
contra diferentes tipos de cancer solidos o hematolégicos.

Como podemos observar en la Figura 2, el Pladienolide-B ejerce un gran efecto antitumoral
incluso a dosis bajas, sin embargo, el efecto de los demas inhibidores, que son mas especificos de
ciertos factores de splicing, ejercen un efecto dependiente de dosis y de linea celular.

Por ello, decidimos estudiar el efecto de estos moduladores en células inmunes.

Evaluacién del efecto inmunosupresor en linfocitos T CD8+ de ratén

Los primeros ensayos se han hecho con ratones wild type, ya que hemos tenido problemas para
adquirir la linea de raton KPC (Krastm4Tyj Trp53tm1Brn Tg (Pdx1-cre/Esr1*)#Dam/J). Pero ya
tenemos una colonia en el animalario del IMIBIC, por lo que pronto podremos empezar con los
experimentos con ellos.

En primer lugar, el bazo fue extraido por el servicio de Animalario del IMIBIC, bajo condiciones
estériles y trasladado al laboratorio de cultivos celulares de nuestrogrupo. Alli realizamos una
dispersidon mecanica, tras la cualse eliminaron los eritrocitos con un buffer de lisis. El
aislamiento de linfocitos T CD8+ se llevo a cabo utilizando latecnologia de microbeads (Miltenyi
Biotec; Madrid, Espana), utilizando un marcaje de CD8a (Ly-2), comprobando su pureza por
citometria de flujo.
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Figura 3. Efecto antiproliferativo de los inhibidores de splicing. Los diversos moduladores
del splicing ensayados, que se dirigen a distintos elementos del spliccosoma desencadenaron
respuestas distintas en la proliferacién de los linfocitos T CD8+.

Los linfocitos T CD8+ obtenidos a partir de tejido esplénico de ratones se cultivaron en DMEM con
4,5 g/L de glucosa suplementado con suero de caballo al 2,5 % (ThermoFisher Scientific Inc.), FBS al
10 % (Sigma-Aldrich), L-glutamina 2 mM al 1 % (Biowest) y una solucién de antibiotico/antimicético
al 1 % (Gentamicina/Anfotericina B; Sigma-Aldrich). Ademas, se anadieron 100 U/ml de IL-2 (Pepro-
Tech, Londres, Reino Unido) y 2-mercaptoetanol 50 uM (ThermoFisher Scientific Inc.) para mantener
la proliferacién y activacién de los linfocitos T CD8+

Con el fin de conocer como afectan los inhibidores de splicing a la proliferacion de los linfocitos
T CD8+, se llevd a cabo un ensayo con 5-(y-6)-carboxifluoresceina diacetato N-succinimidil éster
(CFSE). Las placas se incubaron durante 3 dias, permitiendo la proliferacién de las células bajo
condiciones controladas y, transcurrido ese tiempo, se midieron los niveles de CFSE en un citémetro
de flujo LSR- Fortessa a 488 nm.

El CFSE es un compuesto que va pasando a las células hijas durante la mitosis. En la Figura 3 se
observan distintos perfiles. Cada pico es una generacion de células, cuanto mas a la izquierda, mas
veces se ha dividido la célula y cuantos mas picos hay, mas proliferacién ha ocurrido. Observamos,
sobre todo el Pladienolide-B, pero también las dosis altas de los otros moduladores de splicing,
sobre todo birabresib y GSK3326595, el inhibidor de PRMTS5, inducian un efecto antiproliferativo en
los linfocitos T CD8+.

129



MEMORIAS ALEJANDRO IBANEZ-COSTA Y JUSTO P. CASTANO

19 Infg Ccls Tnf

Protein levels
{pg/mL)

(=] - L] (=]
Protein levels
(pg/mL)

- 1 3] [~ '3
o & 8 8 3
Protein levels
(pg/mL)

e
= = [=] @ =
Protein levels
(pg/mL}

o 5 3 8 &

& o o » S a0 P 0 & o o & I
Gﬁ@&\éﬁsﬁf&@@ t.-"‘& \s@f‘}’é@'&?“’f o"{a“@n‘,‘;ﬁfﬁ Q_é"@s’? (.F'(zs @‘5-:?%@-:.”&@""‘; 4
A7 & Feghs &t S
Q"”bc:’ & T° q‘@be*a‘a ® @ a”*cf;” B E e’°+ e
Ccl4 IHa nz Csf2
400 & 18 30
n '] » »
$3™ £74 £330 £
£ £ 20 s g €€
% g 100 % e g Es % —
o [ a 8
(i] o
& H P &
ﬁ@@ & @0@% o ag? \.g." $ a0 P
& g P ey
w\i@;“i‘f’ o P

2.5
20
15
1.0
0.5
0.0

Protein levels
(pgimL)

Figura 4. Efecto inmuno supresor de los inhibidores de splicing. Los distintos tratamientos
alteraron la secrecion de citoquinas en los linfocitos T CD8+. De las 48 citoquinas ensayadas, 11
fueron detectadas en nuestro ensayo

Por otro lado, la cuantificacion de los niveles de citoquinas producidas por los linfocitos T
CD8+ se llevo a cabo a partir del sobrenadante de los linfocitos T cultivados y el kit Olink Target 48
Mouse Cytokine (Olink Proteomics, Waltham, MA, EE. UU.) siguiendo el protocolo establecido por el
fabricante. Con este protocolo se determiné la expresién de 48 citoquinas de raton especificas de
respuesta inmune.

En la Figura 4 observamos una respuesta diferencial, vemos que el Pladienolide-B indujo una
inmunosupresion en la mayoria de los casos. Los otros moduladores ejercieron respuestas mas
especificas en ciertas citoquinas. Es de destacar que el inhibidor de RBM39, indisulam, mostré unos
resultados similares al control, demostrando que su efecto inmunosupresor es minimo.

¢) Problemas encontrados

La obtencidn de los ratones KPC ha sido mas compleja de lo esperado, ya que en el proveedor
tenian un microorganismo que no estaba presente en nuestro animalario, y hemos obtenido los
animales gracias a una cesion de nuestro colaborador, el Dr. Bruno Sainz (Universidad Autonoma de
Madrid), y estamos ampliando la colonia de animales.

Por ello, el proyecto ha ido mas lento de lo esperado, asi que los puntos de disefo de la vacuna de

ARNm y la traslacién a los pacientes estan en proceso. Pretendemos terminar los experimentos in
vivo y ex vivo con linfocitos T CD8+ de ratones KPC a lo largo de 2025 y 2026.
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Introduccion

El adenocarcinoma ductal de pancreas (PDAC) es el tipo de cancer de pancreas mas frecuente. Es
uno de los tumores mas letales, con una supervivencia de los pacientes a los cinco anos de ser
diagnosticados inferior al 10%. Ademads, el nUmero de pacientes que se diagnostican (incidencia)
cada ano esta en claro aumento.

Hay dos razones por las que el cancer de pancreas es tan mortal. La primera es que se suele detectar
muy tarde, a menudo cuando ya se ha extendido a otras partes del cuerpo. La segunda es que es un
tipo de cdncer muy agresivo para el que las terapias disponibles tienen una efectividad limitada una
vez se ha extendido o si reaparece después de la cirugia. Estos factores combinados hacen que el
cancer de pancreas sea un desafio enorme para la medicina actual.

1.1.  El diagndstico precoz de cancer de pancreas: un reto mayusculo.

Se estima que un diagnéstico precoz podria aumentar 10 veces la supervivencia de los pacientes
con cancer de pancreas. Por este motivo, disponer de pruebas de laboratorio que permitan el
diagndstico en etapas iniciales supondria un gran avance en su tratamiento y en el aumento de la
esperanza de vida de los pacientes. Lamentablemente, en la actualidad no existen este tipo de
pruebas, por lo que el diagnéstico requiere de pruebas sofisticadas de imagen y de la toma de
muestras de tejido (biopsias), que son molestas para el paciente, costosas y que requieren de un
tiempo considerable.

El Unico marcador disponible en la actualidad es el antigeno del cancer 19-9 (CA19-9). Sin embargo,
el test CA19-9 es poco sensible (=no detecta muchos pacientes que tienen la enfermedad) y poco
especifico (=resulta positivo en algunos individuos que no tienen la enfermedad) por lo que es
necesario disponer de pruebas diagndsticas efectivas para el cdncer de pancreas.
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1.2.  Los cambios metabdlicos como marcadores precoces del cancer de pancreas.

La mayoria de las enfermedades llevan asociadas cambios bioquimicos en el organismo
(inflamaciodn, diferencias en el consumo de nutrientes etc). En el caso de los tumores en general,

y el de pancreas en particular, estos cambios se caracterizan por un uso diferente de los nutrientes
(metabolismo).

Si lograramos conocer de manera especifica las diferencias en el metabolismo producidas por la
presencia de un cancer de pancreas, podriamos detectarlas en la sangre de los pacientes,
permitiendo utilizar estos “cambios metabdlicos” como “marcadores” de la presencia del tumor.

2. Hipotesis y objetivos

Este proyecto parte de la hipétesis de que la presencia de un tumor en el pancreas produce unas
alteraciones metabdlicas detectables incluso en las primeras etapas del tumor. En base a esta
hipétesis, en nuestro laboratorio hemos identificado un grupo de siete de estas moléculas
“marcadores metabolicos” (Ilamados en conjunto “firma CarboSign”) que son mas abundantes en
sueros de pacientes con cancer de pancreas que en sueros de individuos sanos.

Estas moléculas o “marcadores” estan relacionadas con el uso anormal de nutrientes por las células
tumorales. La medida de la abundancia de estos marcadores en la sangre permitiria detectar el
cancer de pancreas en sus etapas iniciales, cuando el tumor todavia no ha causado sintomas y
puede extirparse, posibilitando la curacién del paciente. Aunque hemos validado estos
marcadores en colecciones de sueros de pacientes (=cohortes) de dos hospitales diferentes, para
demostrar su validez en el diagndstico precoz del cancer de pancreas es necesario analizar un
numero elevado de muestras procedentes de diferentes hospitales. Es lo que se denomina “validar
la firma”.

Asi, este proyecto tiene como primer objetivo validar la firma CarboSign con el fin de disponer de
pruebas que permitan diagnosticar la presencia de cancer de pancreas en etapas iniciales usando
muestras de sangre. Para ello nos propusimos analizar una coleccién de muestras de suero de
pacientes con cancer de pancreas precoz recogida por el EDRN. La Red de Investigacion para la
Deteccién Temprana (EDRN por sus siglas en inglés) es una iniciativa de colaboracién liderada por
el Instituto Nacional del Cancer (NCI) de Estados Unidos

https://edrn.nci.nih.gov/data-and-resources/samplereference-sets).
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Por otra parte, los marcadores que hemos identificado podrian utilizarse para predecir la aparicion
del cancer de pancreas en casos de historial de cdncer de pancreas familiar (=heredable) o en otras
patologias en las que el riesgo de desarrollarlo es alto, como en el caso de las pancreatitis cronicas.
Con este fin, hemos establecido un circuito para el seguimiento de personas de alto riesgo de
padecer cancer de pancreas. A estas personas se les ha incluido un andlisis CarboSign en su
seguimiento.

Finalmente, pretendemos que el resultado de la firma CarboSign pueda ser intuitivo y pueda
ayudar al clinico en su toma de decisiones. Por este motivo pretendemos, mediante el uso de
herramientas de inteligencia artificial, transformar las concentraciones de los marcadores incluidos
en la firma CarboSign en una un nimero que indique el riesgo del paciente de padecer cancer de
pancreas.

3. Resultados y discusion

2.1. ;Qué tal funciona la prueba CarboSign?

Se analizaron un total de 333 muestras de suero que forman parte del "EDRN Pancreatic Cancer
Reference Set", la coleccion de muestras del EDRN relacionadas con cancer de pancreas y que
incluian muestras de pacientes con cancer de pancreas y muestras control.

Al principio, examinamos un grupo pequeno de muestras (SubSet 1) sin saber a quiénes
pertenecian (lo que llamamos "analisis ciego"). Cuando vimos que los resultados eran
prometedores, recibimos el permiso para analizar dos grupos mas grandes de muestras (Subsets 2

y3).

Queriamos saber si CarboSign funcionaba para detectar el cancer en sus primeras etapas,
comparandolo tanto con personas sanas como con aquellas que tenian pancreatitis crénica (una
inflamacion del pancreas que a veces se confunde con cancer). Ademads, necesitdbamos saber si
nuestra prueba CarboSign era mejor que la prueba CA19-9 (la unica disponible actualmente) y/o si
ambas pruebas podian ser complementarias.

En el primer grupo de muestras (SubSet 1), vimos que CarboSign era muy bueno para decir quién
no tenia la enfermedad (alta especificidad), incluso mejor que la prueba estandar (CA19-9), pero
no tan bueno para detectar a los que si la tenian (baja sensibilidad). Sin embargo, cuando
combinamos CarboSign con la prueba CA19-9, obtuvimos los mejores resultados. Era la
combinacién mas efectiva tanto para encontrar a los enfermos como para descartar a los sanos.
Por eso nos dieron luz verde para seguir probando en mas muestras.
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Tabla 1. Resultados de sensibilidad y especificidad obtenidos en los tres sets de las
muestras EDRN Pancreatic Cancer Reference para el diagndstico precoz.

Prueba Utilizada  Sensibilidad Especificidad

CA19-9 (la prueba Entre 47% y 51% (casilamitad  95% (casi siempre acierta)
usual) de las veces)

CarboSign (nuestra  Entre 32% y 42% (menosde la  Entre 92% y 95% (casi siempre
nueva prueba) mitad de las veces) acierta)

CA19-9 + CarboSign  Entre 63% y 67% (casi2de  Entre 87% y 90% (la mayoria de las
(ambas juntas) cada 3 veces) veces acierta)

;Qué significan estos nUmeros?

Sensibilidad: Es la capacidad de la prueba para detectar correctamente a las personas que si
tienen la enfermedad (cuanto mas alto, mejor).

Especificidad: Es la capacidad de la prueba para detectar correctamente a las personas que no
tienen la enfermedad (cuanto mas alto, mejor).

Los resultados de los siguientes dos grupos de muestras confirmaron lo que ya habiamos visto: la
combinacién de CA19-9 y CarboSign sigue siendo la mejor opcidn para el diagnostico temprano.

Pero, a pesar de estos resultados prometedores, el analisis de las muestras EDRN nos desvel6 un
dato importante: como se puede ver en la Tabla 1, la capacidad de CarboSign para detectar la
enfermedad (sensibilidad) en estas muestras era menor (entre 40% y 60%) de lo que habiamos
visto en estudios anteriores (donde llegaba a 80%-90%). Sin embargo, su capacidad para descartar
la enfermedad (especificidad) sequia siendo alta (aproximadamente 90%).

Decidimos investigar las razones detras de estas diferencias. Uno de los posibles motivos es que en
las muestras EDRN no se controlé si los participantes habian comido antes de la prueba mientras
que todas las muestras analizadas previamente se habian recogido en ayunas. Dado que la mayoria
de las moléculas que componen la firma CarboSign estan relacionadas con la manera en que
nuestro cuerpo obtiene energia, pensamos que el no haber comido podria afectar la prueba. Por
eso decidimos estudiar como influye el ayuno en los resultados de CarboSign.
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2.2. El ayuno: un factor clave para CarboSign

Con el fin de evaluar la importancia del ayuno en los resultados de CarboSign, analizamos 261
muestras de personas sanas de las que disponiamos del dato de si la muestra habia estado recogida
en ayunas o no. Los resultados probaron que comer antes de la prueba afecta mucho a los niveles
de las moléculas que mide CarboSign tal y como muestra la Tabla 2 y en la Figura 1.

Tabla 2. Efecto del ayuno en los niveles de las moléculas (=metabolitos) que
componen CarboSign

Sustancia Nivel Nivel iEs la Diferencia  ;Qué Significa Esto?
(Metabolito) Promedio Promedio Significativa?
en Ayunas Sin Ayunas (valor p)

Metabolito 1 29 32 Muy Significativa  Los niveles son
(<0.001) notablemente mas
altos cuando no se ha
estado en ayunas.
Metabolito 2 21 24 Muy Significativa  Los niveles son
(<0.001) notablemente mébs
altos cuando no se ha
estado en ayunas.
Metabolito 3 2.2 2.4 Significativa Los niveles son
(0.001) notablemente mas
altos cuando no se ha
estado en ayunas.
Metabolito4 19 22 Significativa Los niveles son
(0.008) notablemente mas
altos cuando no se ha
estado en ayunas.
Metabolito 5 35 34 No Significativa Los niveles son
(0.12) practicamente los
mismos, ya sea que se
haya ayunado o no.
Metabolito 6 12 125 No Significativa Los niveles son
(0.20) practicamente los
mismos, ya sea que se
haya ayunado o no.
Metabolito 7 37 37 No Significativa Los niveles son
(0.96) practicamente los
mismos, ya sea que se
haya ayunado o no.
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Conclusién Clave:

Para varias de estas moléculas (Metabolitos 1, 2, 3 y 4), sus niveles en la sangre cambian mucho
dependiendo de si el paciente ha comido recientemente. Si no ha estado en ayunas, estos niveles
tienden a ser mas altos. Esto es muy importante porque significa que para que la prueba CarboSign
sea lo mas precisa posible, es mejor tomar las muestras cuando la persona ha estado en ayunas.

Figura 1. Efecto del ayuno en los niveles del primer metabolito de la firma CarboSign

Metabolito 1

]

fed 168 fastna

Fasting status

Esta imagen, nos ayuda a visualizar lo que ya comentamos: cdmo el ayuno (no haber comido
antes de la prueba) influye en los niveles de una de las moléculas importantes para la prueba
CarboSign. En el grafico podemos ver que los niveles de estas moléculas son mas altos cuando la
persona no ha ayunado (fed, es decir, ha comido recientemente) y mas bajos cuando si ha ayunado
(15h_fasting).

Esto refuerza la idea de que es importante estar en ayunas para que la prueba CarboSign dé los
resultados mas fiables.

Por lo tanto, desde un punto de vista metabdlico, una persona con cancer de pancreas en ayunas
produce una cantidad elevada de varios metabolitos relacionados con la produccién de energia.
Estos metabolitos en una persona sana sélo estan elevados tras la ingesta de alimentos. Por tanto,
si no se controla el ayuno, los resultados de la firma CarboSign podria llevar a confusiones.
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Conclusion:

Para que CarboSign funcione lo mejor posible, las muestras deben tomarse con la persona
en ayunas. No cumplir con este requisito puede haber hecho que los resultados de las muestras
anteriores parecieran menos efectivos (menor sensibilidad) de lo que realmente son. La buena
noticia es que pedir ayuno antes de una toma de muestras es algo comun en los hospitales, asi que
no deberia ser un problema para usar esta prueba en el futuro.

2.3. Mejorando la prueba CarboSign con inteligencia artificial.

Los resultados hasta ahora nos muestran que CarboSign es util, pero también que hay cosas que
pueden afectar su precision. Para que sea mas facil de usar y mas precisa, decidimos mejorarla con
inteligencia artificial.

Nuestro objetivo era crear una herramienta sencilla (como una "calculadora”) que los médicos
pudieran usar facilmente para obtener informacién util sobre el riesgo de cancer de pancreas en
vez de utilizar un conjunto de nimeros representando concentraciones de moléculas en sangre.

Para esto, usamos un tipo de inteligencia artificial Ilamado "Elastic Net Regression”. Primero,
seleccionamos la cantidad minima de marcadores que conforman la prueba CarboSign para ser lo
mas efectiva posible. Descubrimos que con seis marcadores era suficiente y obtuvimos una
férmula que transformaba la abundancia de estos marcadores en el suero de los pacientes en un
numero que indica el riesgo de tener cancer de pancreas del paciente.

Luego, probamos la capacidad de la férmula para predecir el cancer de pancreas. El modelo
funcion6 muy bien, obteniendo un area bajo de la curva ROC de 0.92 (Figura 2).

Figura 2. La "Curva de Calidad" de nuestra prueba para detectar el Cancer de
Pancreas
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Esta imagen, llamada Curva ROC, es un grafico que nos ayuda a entender cémo de buena es
nuestra nueva "calculadora" para detectar el cdncer de pancreas.

Imaginemos que estamos ajustando la calculadora para decidir a partir de qué valor determinamos
que el paciente "tiene cancer" o "no tiene cancer".

Si el numero de corte es muy bajo, la calculadora dira que casi todo el mundo tiene cancer
(detectard muchos casos reales, pero también dard muchas falsas alarmas).

Si el nimero de corte es muy alto, dird que casi nadie tiene cancer (dara pocas falsas alarmas, pero
se le escaparan muchos casos reales).

La Curva ROC nos muestra todos los posibles puntos de equilibrio entre estas dos situaciones:

El eje vertical (hacia arriba) representa la "Capacidad de Deteccion" (cuantos casos de cancer reales
encontramos). Cuanto mas arriba, mejor.

El eje horizontal (hacia la derecha) representa las "Falsas Alarmas" (cuantas veces decimos que hay
cancer cuando no lo hay). Cuanto mas a la izquierda, mejor (menos falsas alarmas).

El Area debajo de la Curva (AUC) nos da una estimacion global de lo exacto y preciso que es el
método. El método ideal tendria una AUC de 1.0, en nuestro caso tenemos un 0,92

Lo ideal es que la curva esté lo mas cerca posible de la esquina superior izquierda del grafico. Esto
significaria que la prueba es muy buena para detectar el cdncer sin dar muchas falsas alarmas.

En este caso, la curva cumple bien lo anterior, lo que significa que nuestra calculadora es efectiva

para encontrar el cancer de pancreas.

Mediante la férmula se pudieron detectar correctamente el 87.5% de los casos de cancer y descartar
el 81% de los que no lo tenian (Tabla 3).

Tabla 3. Matriz de confusion para el modelo Elastic Net Regression

Prediccion Control PDAC
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¢Qué nos dicen estos nimeros?

254 aciertos (arriba a la izquierda): La calculadora dijo que 254 personas estaban sanas, y realmente
estaban sanas.

133 aciertos (abajo a la derecha): La calculadora dijo que 133 personas tenian cancer, y realmente
tenian cancer.

19 fallos (arriba a la derecha): La calculadora dijo que 19 personas tenian cancer, pero n realidad
estaban sanas. Esto se conoce como "falso positivo" (una falsa alarma).

60 fallos (abajo a la izquierda): La calculadora dijo que 60 personas estaban sanas, pero en realidad
tenian cancer. Esto se conoce como "falso negativo" (un cancer no detectado, lo cual es mas

preocupante).

Mediante la aplicacién de esta formula, pudimos establecer cuatro niveles de riesgo basandonos en
el valor que arroja este calculo, tal y como se ve en la Figura 3:

® Riesgo bajo: Si el valor es menor a 0,25. La gran mayoria de estas personas eran sanas.
® Riesgo moderado: Si el valor estd entre 0,25y 0,5.
® Riesgo alto: Siel valor estd entre 0,5y 0,75.

e Riesgo extremo: Si el valor es mayor a 0,75. La gran mayoria de estas personas tenian cancer.
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Figura 3. Entendiendo el Riesgo con Nuestra Calculadora CarboSign
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Esta imagen nos ayuda a visualizar como nuestra "calculadora" basada en inteligencia artificial
(el modelo Elastic Net Regression) clasifica a las personas, dandoles una puntuacién de riesgo de
cancer de pancreas.

Imaginemos que cada punto en este grafico es una persona, y su posicion de izquierda a derecha
representa la puntuacién que nuestra calculadora le asigna.

El gréfico tiene tres zonas principales marcadas por unas lineas verticales:

Zona Verde (Riesgo Bajo): Estas son las personas cuya puntuacion cae por debajo de 0,25 (la
primera linea). La gran mayoria de las personas en esta zona son controles (sanas), lo que significa
que la calculadora esta diciendo correctamente que tienen un riesgo bajo de cancer.

Zona Amarilla (Riesgo Moderado): Esta es la zona entre la primera y la segunda linea (entre
0,25y 0,5). Aqui el riesgo es intermedio. Cuanto mas cerca esté la puntuacién de 0,5, mayor es el
riesgo.

Zona Roja (Riesgo Alto): Es la zona entre la segunda y la tercera linea (entre 0.5 y 0.75). Aqui el
riesgo es alto, aunque no extremo. Es una zona de "vigilancia".

Zona Granate (Riesgo Extremo): Estas son las personas cuya puntuacion es superior a 0,75 (la
tercera linea). La gran mayoria de las personas en esta zona tienen cancer de pancreas, lo que
indica que la calculadora los ha identificado correctamente con un riesgo alto.

Conclusion:

Basicamente, este grafico muestra que nuestra calculadora hace un buen trabajo separando a las
personas sanas de las que tienen cancer. Los valores que arroja la calculadora son muy utiles para
clasificar a los pacientes en cuatro niveles de riesgo claros: bajo, moderado, alto o extremo.

Con estos puntos de corte, la prueba fue muy buena: si la prueba decia "riesgo extremo”, era
correcta el 95% de las veces; y si decia "riesgo bajo", era correcta el 92% de las veces como se ve
en la Tabla 4.

Tabla 4. Matriz de confusion para el modelo Elastic Net Regression para las muestras
de riesgo bajo y elevado

Prediccion  Control PDAC
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¢Qué tal identifica nuestra calculadora los riesgos de cancer?

Esta tabla es como un resumen de los aciertos y errores de nuestra calculadora CarboSign cuando la
usamos para clasificar muestras en las zonas de "riesgo bajo" o "riesgo elevado" de cancer de
pancreas.

¢Qué nos dicen estos nimeros?

256 aciertos (arriba a la izquierda): La calculadora dijo que 256 personas tenian bajo riesgo (es
decir, probablemente estaban sanas), y realmente estaban sanas.

83 aciertos (abajo a la derecha): La calculadora dijo que 83 personas tenian un riesgo elevado
(es decir, probablemente tenian cancer), y realmente tenian cancer.

21 fallos (arriba a la derecha): La calculadora dijo que 21 personas tenian un riesgo elevado,
pero en realidad estaban sanas. Esto es lo que llamamos una "falsa alarma".

4 fallos (abajo a la izquierda): La calculadora dijo que 4 personas tenian bajo riesgo, pero en
realidad tenian cancer. Estos son los casos mas criticos, ya que no se detecto el cancer.

Afortunadamente, este nimero es muy bajo.
Una de las grandes ventajas de este modelo es que nos permitié crear una herramienta sencilla

que transforma los niveles de las moléculas en un valor de riesgo facil de entender para los
médicos, con lo que obtuvimos un primer prototipo de esta "calculadora”

2.4. Probando la calculadora CarboSign en pacientes con riesgo.

En los ultimos meses, hemos empezado a usar esta nueva herramienta en pacientes que tienen un
mayor riesgo de desarrollar cdncer de pancreas. Esto incluye a personas con quistes pancreaticos
(IPMN), familiares de pacientes con cancer de pancreas, personas diagnosticadas con diabetes
después de los 50 afos, y pacientes con pancreatitis crénica.

Hemos logrado establecer un sistema para recoger estas muestras en los hospitales y centros de
salud, trabajando de cerca con enfermeras y personal médico.

Primero, analizamos 19 muestras de pacientes con IPMN (Figura 4). Tres de estos pacientes
mostraron un riesgo extremo de cancer de pancreas con nuestra prueba. Hicimos un seguimiento
especial de ellos:

® El paciente 431 ya tenia quistes que mostraban signos de malignidad y fue operado.

L El paciente 425 tenia niveles altos de una proteina que se usa como marcador de cancer
(CA19-9).

o El paciente 427 fue diagnosticado con cancer de préstata en 2022 y estd bajo seguimiento.
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Esto sugiere que nuestra prueba identificé correctamente a personas con alto riesgo de cancer o
con otros tipos de tumores.

También analizamos 9 muestras de otros grupos de riesgo (familiares de pacientes, diabéticos
recién diagnosticados y con pancreatitis cronica). Aunque ninguno super6 el umbral de "riesgo
extremo" (0,75), una de las muestras (la 447) tuvo un valor cercano (0,716), por lo que decidimos
hacerle un seguimiento mas de cerca. Se le hicieron pruebas de imagen, que salieron normales, y el
valor de CarboSign bajo a la normalidad seis meses después. Se le seguira monitorizando.
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Figura 4. Aplicacion de la Calculadora CarboSign en pacientes de riesgo

Esta imagen nos indica los resultados obtenidos para la firma CarboSign en pacientes con quistes
pancreaticos. A los tres pacientes con Riesgo Extremo se les hizo un seguimiento especial
obteniendo resultados compatibles con tumores.

2.5. Probando la calculadora CarboSign en individuos sanos, pacientes de riesgo y
pacientes con cancer de pancreas.

Para averiguar como se comportaba nuestra calculadora CarboSign en individuos sanos en
comparacion con los pacientes de riesgo de desarrollar cancer de pancreas (pacientes con
pancreatitis cronicas o quistes pancreaticos) y con muestras de pacientes con cancer de pancreas, la
utilizamos para el andlisis de todas las muestras de estos grupos de las que disponiamos.

En la Figura 5 podemos ver que la calculadora predice un riesgo significativo (alto-extremo) de
desarrollar cancer de pancreas en menos del 1% de muestras de controles sanos. Este riesgo crece
en los pacientes de riesgo (10-15%) y llega a detectar como positivas el 60% de las muestras de
pacientes con cancer de pancreas incluso en aquellas muestras no recogidas en ayunas. Este
porcentaje llega casi al 90% (casi todas las muestras) en el caso del cancer de pancreas precoz en las
muestras tomadas en ayunas. Estos resultados confirman el prometedor funcionamiento de esta
primera version de la calculadora CarboSign.
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Figura 5. Entendiendo el Riesgo con Nuestra Calculadora CarboSign.
(CaP, cancer de pancreas)

4, Conclusiones

Los resultados de nuestro proyecto confirman que la prueba CarboSign es util para detectar
el cancer de pancreas desde en sus primeras etapas.

También hemos descubierto que es crucial tomar las muestras de sangre en ayunas para
que la prueba funcione correctamente. La razon por la que CarboSign pudo parecer menos
efectiva en algunas de las muestras iniciales es que no se habia controlado si las personas habian
ayunado. Por lo tanto, necesitamos hacer mas pruebas con muestras recolectadas bajo esta
condicion para confirmar su verdadera eficacia.
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Ademas, hemos desarrollado una calculadora basada en inteligencia artificial que facilita la
interpretacioén de los resultados de CarboSign. Esta calculadora toma los niveles de las moléculas y
arroja un valor de riesgo. Un valor superior a 0.5 indica un alto riesgo mientras que un valor
superior a 0.75 indica un riesgo extremo. Esta herramienta se podria mejorar aiin mas afiadiendo
otros marcadores o datos clinicos del paciente.

Finalmente, hemos logrado establecer un circuito para la recogida de muestras de personas con
riesgo de cancer de pancreas y hemos empezado a analizarlas. Aunque de momento no hemos
detectado nuevos casos de alto riesgo, el seguimiento de una persona con un valor ligeramente
elevado ha sido util.

Gracias al apoyo recibido, hemos podido aprender mucho mas sobre CarboSign y desarrollar un

prototipo de calculadora para su uso clinico, lo que nos acerca un paso mas a ofrecer una
herramienta Util para el diagnéstico temprano del cancer de pancreas.

5. Préximos pasos

En los préximos anos, buscaremos financiacion para seguir mejorando CarboSign y llevarla a la
practica clinica. Algunas de nuestras prioridades son:

e Validar la prueba en mas grupos de personas que hayan ayunado antes de la toma de
muestras.

® Mejorar la calculadora anadiendo mas marcadores que ya hemos identificado como
importantes.

° Anadir otros datos del paciente a la calculadora, como los resultados de la prueba
CA19-9 u otra informacién médica relevante.

° Continuar analizando y siquiendo a las personas con mayor riesgo, especialmente a los
familiares de pacientes y a los que desarrollan diabetes después de los 50 afos.
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2. Resumen del proyecto

El cdncer de pancreas es una enfermedad devastadora con una incidencia creciente y una alta
mortalidad, siendo el adenocarcinoma ductal de pancreas (PDAC) el mas prevalente y que
representa mas del 90% de todas las neoplasias malignas de pancreas. La tasa de supervivencia
relativa de los pacientes a los 5 anos depende en gran medida del estadio de la enfermedad en el
momento del diagnodstico, siendo de alrededor del 37 % para los estadios localizados y solo del 3 %
para los estadios avanzados de la enfermedad. Los tratamientos disponibles para el cancer de
pancreas son la reseccién quirdrgica seguida de quimioterapia adyuvante. Desafortunadamente,
solo el 10-20% de los pacientes son diagnosticados con PDAC localizado y operable.

Por lo tanto, es de suma importancia identificar nuevas dianas terapéuticas y desarrollar nuevas
estrategias que mejoren y superen los malos resultados clinicos actuales. Alrededor del 95% de los
pacientes con PDAC presentan mutaciones en un gen llamado homélogo del oncogén viral del
sarcoma de rata de Kirsten (KRAS), lo que resulta en una activacion aberrante de la proteina KRAS
que promueve la malignidad celular y el desarrollo de tumores.

Ademas, la actividad anormal de la proteina KRAS se asocia con un mal prondstico, una baja tasa de
supervivencia y resistencia a los medicamentos, siendo las proteinas mutadas de KRAS una diana
terapéutica prometedora para el tratamiento eficaz de PDAC. Desafortunadamente, hasta la fecha,
solo unas pocas terapias demostraron eficacia para atacar los canceres mutados en KRAS. Creemos
que la forma mas eficiente y especifica de lograr este objetivo es llevar al interior de las células
tumorales proteinas modificadas similares a un anticuerpo pero mas pequenas y mucho mas
estables (afimero y/o nanocuerpo), capaces de unirse a KRAS y bloquear su activacion. Este tipo de
moléculas por si solas no tienen la capacidad de entrar en las células y requieren de la ayuda de
transportadores de tamafno nanométrico que protejan su integridad y permitan su entrega
intracelular.

El grupo de investigacion Bioquimica Clinica, Vehiculizacién de Farmacos y Terapia del Vall d'Hebron

Instituto de Investigacion (VHIR), tiene una gran experiencia en la administracion intracelular de
farmacos y anticuerpos utilizando nanomedicina.
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En este trabajo proponemos la identificacion y sintesis de nuevos afimeros y/o nanocuerpos contra
KRAS para entregarlos en células tumorales mutadas en KRAS utilizando dos sistemas diferentes de
nanoentrega: micelas poliméricas y vesiculas extracelulares. La eficacia de ambos sistemas se
probara en modelos in vitro i in vivo de PDAC. Teniendo en cuenta la experiencia y los
prometedores resultados preliminares del grupo, se espera llegar a una nanoplataforma capaz de
promover un tratamiento selectivo y eficaz contra PDAC mutado en KRAS.

3. Problematica

El adenocarcinoma ductal pancreatico (PDAC) es una de las formas mas agresivas y letales de
cancer. A pesar de décadas de investigacion, la tasa de supervivencia a cinco anos sigue siendo
muy baja, en gran parte porque el diagnéstico suele ser tardio y los tumores desarrollan
rapidamente resistencia a los tratamientos disponibles. Esta situacién pone de manifiesto la
urgente necesidad de desarrollar nuevas terapias mas eficaces y especificas.

Uno de los principales retos terapéuticos en el PDAC es la presencia de mutaciones en el gen
KRAS, detectadas en aproximadamente el 95K% de los casos. Estas mutaciones activan de forma
constante sefales que favorecen la proliferacion celular, la evasién del sistema inmunitario y la
diseminacion del tumor (Figure 1). A pesar de ser una diana clave, KRAS ha sido histéoricamente
considerado un objetivo "dificil de tratar". Esto se debe a que su estructura molecular no
presenta zonas evidentes donde pequenas moléculas puedan unirse con eficacia para bloquear su
funcion. Ademas, muchas terapias convencionales no logran penetrar el entorno tumoral denso y
fibroso caracteristico del cdncer de pancreas, lo que limita su eficacia. Por todo esto, hay una
necesidad urgente de desarrollar terapias mas eficaces, especificas y menos téxicas
para mejorar las posibilidades de curacién y la calidad de vida de los pacientes.
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Figura 1. Representacion esquematica del inicio de la tumorogénesis en células con
mutaciones en KRAS. Figura extraida de Andrade, F., et al., Pharmaceutics, 2023,
doi: 10.3390/pharmaceutics15061686.

GAP - proteina activadora de GTPasa; GDP - difosfato de guanosina; GEF - factor de intercambio
de nucledtidos de guanina; GTP - trifosfato de guanosina; Pi - fosfato inorganico.

En el presente proyecto de investigacidn se ha trabajado en una estrategia innovadora para
bloquear la accidon de KRAS basada en la utilizacion de biomoléculas (anticuerpos, nanocuerpos y
afimeros) que puedan reconocer y unirse especificamente al KRAS mutado. Estas proteinas tienen
el inconveniente de sufrir una rapida degradacién en el cuerpo, por lo que el presente proyecto
propone la vehiculizacion de estas moléculas mediante sistemas basados en nanotecnologia y
asi protegerlas y llevarlas al tumor de forma mas eficaz.

El equipo de investigacion, en la publicacién Rafael, D., et al., ACS Appl Mater Interfaces, 2023 (doi:
10.1021/acsami.2c19897) han sido pioneros en el uso de micelas poliméricas, i.e. un tipo de
nanoparticulas hechas de polimeros anfifilicos biocompatibles y aprobados para uso humano,
para la vehiculazacién intracelular de anticuerpos contra el KRAS, con eficacia demostrada tanto
in vitro como in vivo en modelos de cancer de colon y de pancreas.

Gracias a esta linea de trabajo, se estan sentando las bases para una nueva generacion de terapias
mas seguras, especificas y eficaces contra el cancer de pancreas. El apoyo de ACANPAN ha sido
fundamental para consolidar esta linea investigacion y seguir explorando el potencial de este tipo
de terapia.

4. Hipdtesisy objetivos del proyecto

El adenocarcinoma ductal pancreatico (PDAC) con mutaciones en el gen KRAS sigue siendo uno
de los grandes retos no resueltos en oncologia. Las terapias actuales presentan una eficacia muy
limitada. Por ello, este proyecto combina biotecnologia avanzada y nanomedicina para desarrollar
nuevas soluciones terapéuticas frente a un tipo de cdncer con muy pocas opciones terapéuticas
eficaces actualmente.

Al final del proyecto, se espera obtener una formulacion capaz de inactivar
significativamente la proteina KRAS y reducir el desarrollo tumoral en modelos animales, lo
gue podria representar un primer paso hacia nuevos tratamientos mas especificos y eficaces
contra el PDAC con KRAS mutado.

A partir de esta idea general, se plantean las siguientes hipdtesis:
1. El uso de biomoléculas (anticuerpos, nanocuerpos o afimeros) dirigidos contra KRAS

permitird concentrar la accion terapéutica Unicamente en las células tumorales con esta
mutacion, reduciendo asi los efectos secundarios en tejidos sanos.
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Estas biomoléculas podrian superar los mecanismos clasicos de resistencia a los
medicamentos que suelen afectar a las terapias basadas en inhibidores quimicos.

La incorporacion de las biomoléculas en sistemas de liberacion biocompatibles,
como micelas poliméricas (PM) o vesiculas extracelulares (EV), mejorara su circulacién en
el organismo, facilitara su entrada en las células tumorales y aumentara la eficacia del
tratamiento.

Para validar estas hipétesis y alcanzar el objetivo principal del proyecto, se han definido los
siguientes objetivos especificos:

1.

5.

Seleccionar distintas lineas celulares de PDAC con mutaciones en KRAS. A partir de
estas lineas, se generaran modelos celulares modificados genéticamente para poder
estudiar con precision los efectos del tratamiento.

Producir y purificar diferentes biomoléculas (anticuerpos, nanocuerpos o afimeros)
especificos contra la proteina KRAS mutada (en concreto, la variante G12D), y validar su

capacidad de bloquear la actividad de KRAS en ensayos in vitro.

Disenar y caracterizar las nanoformulaciones para encapsulacion de las
biomoléculas seleccionadas.

Evaluar la sequridad y eficacia in vitro de estas formulaciones en las lineas celulares
seleccionadas.

Realizar estudios in vivo en modelos animales con tumores derivados de pacientes
(PDX), comparando la nueva terapia con los tratamientos convencionales

Alteraciones al proyecto

Ademas de la seleccién, cribado y validacion de posibles nanocuerpos y afimeros con actividad
especifica contra el KRAS mutado, paralelamente se siguié con linea de investigacion del grupo
relativa a la entrega intracelular de anticuerpos contra KRAS. En este sentido se testé la
combinacién del anticuerpo KRAS que ya habia demostrado resultados prometedores tanto in
vitro como in vivo con un farmaco citotéxico (Docetaxel) y estudiar el posible efecto sinérgico
entre ambos agentes terapéuticos.

Ademas, se test6 si la incorporacién de un péptido de penetracién celular creado y patentado por
el grupo incrementa la eficacia terapéutica de las estrategias terapéuticas desarrolladas.
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6. Resultados relevantes

6.1. Encapsulacion de Afimeros contra el KRAS en Micelas Poliméricas y su
Validacion in vitro

Con el objetivo de desarrollar sistemas eficaces de liberaciéon de farmacos basados en
nanotecnologia para el direccionamiento especifico del KRAS intracelular, durante este proyecto
hemos sintetizado, caracterizado y probado in vitro diferentes formulaciones de micelas
poliméricas (PM), cargadas con afimeros anti-KRAS seleccionados hasta el momento (K3, K6) y un
afimero control (alanina).

Las micelas vacias (PM), como se demostré mediante medidas de dispersion dinamica de luz (DLS)
y microscopia electrénica de transmision (TEM) (Figura 2), presentaron una forma esférica, un
didmetro medio de aproximadamente 26 nm, un indice de polidispersidad < 0.25 y una carga
ligeramente negativa (Tabla 1). La presencia de los afimeros (K3, K6 y alanina) en las nanoparticulas
no afectd sus propiedades fisicoquimicas. La eficiencia de encapsulacion de los afimeros fue > 60 %
en todos los casos.

Tabla 1. Tabla resumen de las propiedades fisicoquimicas de las formulaciones analizadas: didmetro
medio (distribucion del tamafo por intensidad), indice de polidispersidad (PDI), potencial zeta y
eficiencia de encapsulacion (EE). Los resultados se expresan como media + DE, n > 3. N.A. — Datos
no disponibles.

Formulacién Didmetro (nm) PDI Potencial Zeta (mV) EE (%)
PM 25.82XK2.76 0.24X0.03 -2.02X0.56 N.A.
PM-K3 27.42K0.99 0.33X0.08 -262X448 71.11X3.77

PM-K6 25.99K0.87 0.26K0.02 0.72X1.60 68.08X2.41
PM-Ala25.55K 1.22 0.26X0.03 -2.34X3.77 62.05K0.99

Figura 2. Microfotografias por TEM de diferentes formulaciones. La barra de escala representa 200
um y el objetivo utilizado fue 150X.
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La eficacia terapéutica de los afimeros libres o encapsulados en micelas poliméricas fue testada in
vitro en dos lineas celulares de cancer de pancreas, MIA PaCa-2 que posee una mutacién en el
KRAS y PANC-1 que no depende funcionalmente de KRAS.

Los resultados obtenidos (Figura 3) sugieren que la eficacia observada con el afimero K3, tanto
libre como encapsulado, no esta claramente asociada a una inhibicion especifica de la via KRAS.
Aunque el afimero K3 mostré mayor efecto citotéxico que el afimero de alanina en células MIA
PaCA-2, este efecto también se observo en la linea celular PANC-1, lo cual indica una posible
accion inespecifica. Un comportamiento similar se verificé con el afimero K6. En conjunto, estos
resultados evidencian que la afinidad de los afimeros testados hacia KRAS aun no es suficiente
para garantizar una accién terapéutica especifica y eficaz, por lo que se hace necesario seleccionar
y evaluar nuevos afimeros con mayor especificidad.
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Figura 3. Evaluacién de la eficacia in vitro de afimeros libres y micelas cargadas con afimeros en
condiciones adherentes utilizando lineas celulares pancreaticas. Los resultados se expresan como
media = DE, n > 3.

6.2. Cribadoy Secuenciacion de una Biblioteca Sintética de Nanocuerpos
anti-KRAS

Con el fin de seguir buscando nuevas alternativas al uso de los afimeros, llevamos a cabo enfoques
experimentales de cribado de una biblioteca de nanocuerpos en fagos que se unen a la variante
G12D del KRAS. Los clones con actividad de unién a KRAS fueron aislados mediante biopanning
por phage display y sometidos a amplificacién por PCR. Como se puede observar en los resultados
de la electroforesis (Figura 4), la mayoria de los clones seleccionados fueron amplificados con éxito.
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Figura 4. Resultados de la electroforesis en gel de agarosa. El gel de electroforesis muestra
productos de PCR con los tamarios esperados para los clones seleccionados. Utilizando marcadores
de peso molecular (M1y M2) como referencia, se observaron bandas de ADN correspondientes a
los 26 clones seleccionados (400 pb). M1 — GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder; M2 — GeneRuler 100
bp Plus DNA Ladder; cada letra, de la A a la H, corresponde a un clon.

A continuacion, los productos de PCR purificados fueron secuenciados y, finalmente, mediante el
procesamiento y comparacion de las secuencias proteicas, se seleccionaron 6 de los 26 clones
candidatos, designados como A3, A10,B9,C11,E11y F6 (Figura 5). La seleccién de los clones se
basé en la presencia de diferencias en la secuencia de aminoacidos. Como era de esperar, la
secuencia control, correspondiente a la de un nanocuerpo que reconoce Bet v1, el principal
alérgeno del polen de abedul mostré el mayor nimero de diferencias en comparacién con las
demads. En cuanto a los clones seleccionados, las secuencias proteicas de los clones A10,C11,E11y
F6 fueron muy similares entre si, diferenciandose solo en 1 o0 2 aminoacidos, mientras que las
secuencias de los clones B9 y A3 mostraron numerosas diferencias tanto entre ellas como con
respecto al resto.

Consensus ~AMAEVQLQ- -ASGGGSVQPGGSLRLSCVASESIFSLLHMAWYRQAPGKAREMVAHI - -SNTGTTKYADAVRNRFSISRDDDKETVYLQM
» Control MAQVQLQVQLVESGGGSVQSGGSLRLSCAASGYTYSSYCMAWFRQAPGKKREGVAAL--DTDGSTOYADSVKGRFAISQDNAKNTLYLQM 88
» Clone B9 -TMAEVQVQLVESGGGLVQAGDSLRLSCVASGRSLDGATMRWYRQAPGKEREFVAGIFWDEIGTE-YADTAKGRFTISRDNAKNTIYLQM 88
p Clone C11 -TMAEVQLQ--ASGGGSVQPGGSLRLSCVASESIFSLLHMAWYRQAPGKAREMVAHT - - SNTGTTKYADAVRNRFSISRDDDKETVYLQM 85
p Clone A3 -AMAEVKLQ- - ASGGGSVQPGGSLRLSCVASESIFSLLHMAWYRQAPGKAREMVAYTI - - SNTGETNYTAAVKDRFSISRDDKKETVYLQM 85
P Clone A0 | ----m-mmmmmem o GSVQPGGSLRLSCVASESIFSLLHMAWYRQAPGKAREMVAHI - -SNTGTTKYADAVRNRFSISRDDDKETVYLQM 73
p Clone E11 -AMAEVQLQ- - ASGGGSVQPGGSLRLSCVASESIFSLLHMAWYRQAPGKAREMVAHT - - SNTGTTKYADAVRNRFSISRNDDKETVYLQM B85
b Clone F6 -AMAEVQLQ- - ASGGGSVQPGGSLRLSCVASESIFSLLHMAWYRQAPGKAREMVAHT - - SNTGTTKYADAVRNRFSISRDDDKETVYLQM 85
Consensus NSLEPDDTAVYFCKAERPSFVSAGYVDDYWGQGTQVTVSS /= === - = o m o o o oo o e e o e oo oo eemiemmemmmme

» Control NSLKPEDTAMYYCAAYGGS-CRRGTGSGYWGQGTQVTVSSEPKIPQPQPKPQPQPQPQPKPQPKPEPESGRYPYDVPDYASGRGSHHHHH 177
» Clone B9 TNLRSEDTAMYYCNGLV------- FGGEYWGQGTQVTVSSAAA

p Clone C11 NSLEPDDTAVYFCKAERPSFVSAGYVDDYWGQGTQVTVSSGR- - - - - === ——momcmomo oo

B Clone A3 NSLKPDDTAVYFCKAERPSFVVAGLVDEYWGQGTQVTVS - =« - == - - oo mmmommmoo o=

B Clone A0 NSLEPDDTAVYFCKAERPSFVSAGVVDDYWGQGTLVTVSSAGR

b Clone E11 NSLEPDDTAVYFCKAERPSFVSAGYVDDYWGQGTQVTV - - - - - = = = & = o o o & o oo o oo oo

» Clone F6 NSLEPDDTAVYFCKAERPSFVSAGNVDDYWGQGTQWTV -~ -~ == === === = === mmcccccmceccccccccceoo————-

Figura 5. Alineamiento de la secuencia proteica de los 6 clones seleccionados junto con una
secuencia control. Los aminoacidos que coinciden con la secuencia de referencia estan resaltados
en amarillo. La barra de color representa la conservacion de la secuencia (escala de 0 a 100, siendo
100 el nivel maximo de conservacién). Colores rojizos indican altos niveles de conservacion; colores
azulados indican bajos niveles de conservacién. La secuencia control fue obtenida de la base de
datos GenBank bajo el nimero de acceso MZ708607
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MZ708607.1).
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Una vez confirmado que los clones presentaban secuencias de aminoacidos diferentes, se
determind la estructura cristalina de los nanocuerpos en complejo con KRAS no mutado
(wild-type), revelando que todos los clones interactuan con la proteina diana (Figura 6).

[l Very high (pIDDT > 90)  Intermediate (90 > pIDDT > 70) Low (70 > pIDDT > 50)  Very low (pIDDT < 50)

Figura 6. Interacciones entre cada clon y KRAS silvestre. (A) KRAS (izquierda) co-cristalizado con el
clon A3 (derecha). (B) Clon A10 (izquierda) co-cristalizado con KRAS (derecha). (C) Clon B9
(izquierda) co-cristalizado con KRAS (derecha). (D) Clon C11 (izquierda) co-cristalizado con KRAS
(derecha). (E) Clon E11 (izquierda) co-cristalizado con KRAS (derecha). (F) Clon F6 (izquierda)
co-cristalizado con KRAS (derecha). El valor pIDDT es un parametro generado por el servidor
AlphaFold que corresponde a una estimacion de confianza por 4tomo, en una escala de 0 a 100,
donde un valor mas alto indica mayor confianza.

Los recuadros rojos destacan las areas de interaccion aumentada entre cada clon de nanocuerpo 'y
KRAS.

Se puede observar que los clones A10, C11y F6 interactuan con regiones superficiales de KRAS,
mientras que los clones restantes (A3, B9y C11) se unen a bolsillos mas profundos, lo que sugiere

que su actividad anti-KRAS podria ser mas eficaz.

El testado in vitro para la validacion de los nanocuerpos seleccionados se encuentra en marcha, y
se estan buscando mas nanocuerpos con posible afinidad para el KRAS mutado.
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6.3. Combinacion Sinérgica entre el Anticuerpo anti-KRAS y un Farmaco Citotoxico
Convencional usando Nanoparticulas

Debido a los resultados prometedores obtenidos anteriormente que demuestran la eficacia
comprobada de micelas cargadas con anticuerpos anti-KRAS (PM-KRAS), hemos decidido evaluar la
actividad antitumoral de una terapia combinada utilizando esta formulacién junto con un farmaco
citotoxico convencional, como el docetaxel, en la linea celular de PDAC con mutaciéon KRAS MIA

PaCa-2.

No se detectd un efecto citotoxico significativo en las células tratadas con micelas vacias (PM), lo
que confirma el perfil biocompatible y seguro ampliamente conocido de las formulaciones basadas
en Pluronic® F-127 (Figura 7). Como era de esperar, el anticuerpo anti-KRAS encapsulado redujo la
viabilidad celular, observandose un mayor efecto con el aumento de la concentracion.

Por otro lado, todas las formulaciones de docetaxel, incluidas las que contenian anticuerpo
anti-KRAS y docetaxel libre, causaron una fuerte reduccion de la viabilidad celular, lo que respalda
la viabilidad de una terapia combinada con un farmaco citotdxico convencional.
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Figura 7. Evaluacion de la citotoxicidad in vitro de diferentes formulaciones en condiciones de
cultivo adherente usando células MIA PaCa-2. (A) Curvas de viabilidad celular de células MIA
PaCa-2 tratadas con concentraciones crecientes de varias formulaciones. (B) Porcentaje de
viabilidad celular a la dosis maxima (4 pg/mL para anticuerpo anti-KRAS y 0.5 ug/mL para
docetaxel (DTX)). Los resultados se expresan como media + DE, n > 3, ns-no significativo, * p <
0.05, **p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001.
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Para evaluar si la combinacion de PM-DTX y PM-KRAS tiene una naturaleza sinérgica o aditiva, se
determind el indice de combinacién (Cl) para cada concentracion ensayada mediante el método
matematico de Chou-Talalay.

Se observo que el Cl fue inferior a 1, el poligonograma mostré una linea soélida y gruesa, y el
log(DRI) fue superior a 0 en todas las condiciones analizadas, lo que indica que la interaccion entre
ambas nanoparticulas promueve un efecto sinérgico y no aditivo (Figura 8). El impacto de un
efecto sinérgico es ampliamente positivo en una posible traslacién clinica, ya que permite una
mayor eficacia terapéutica con menores dosis de los compuestos, lo que puede resultar en
menores efectos adversos y menores costes asociados al tratamiento.

(Figura 8). Evaluacion del efecto sinérgico de PM-DTX y PM-KRAS mediante el método del indice
de combinacién de Chou-Talalay. (A) Grafico del indice de combinacion (Cl) que muestra todos los
valores de Cl menores de 1, indicando sinergismo entre PM-KRAS y PM-DTX (COMB). (B)
Poligonograma con una linea verde gruesa que indica el efecto sinérgico entre PM-KRAS y PM-DTX.
(Linea continua indica sinergismo, linea discontinua indica antagonismo, linea gruesa indica
interaccidn fuerte y linea delgada indica interaccion débil). (C) Determinacién del DRI (Indice de
Reduccidn de Dosis); un log(DRI) superior a 0 indica una reduccion favorable de la dosis de los
farmacos en combinacién en comparacién con los farmacos por separado. Graficos obtenidos con
CompuSyn (versién 1.0, ComboSyn Corporated).

6.4. Conjugacion del anticuerpo KRAS con un péptido de penetracidn celular

Ademas de la utilizacion de nanoparticulas, otra posible estrategia para la liberacion intracelular de
biomoléculas es la utilizacion de péptidos de penetracidn celular. Esta estrategia, en caso de
demostrar ser efectiva, permite una mejor traslacién a la clinica al permitir una produccién a nivel
industrial menos compleja. En este sentido, se conjugé el anticuerpo anti-KRAS con un péptido de
penetracion celular (F7) derivado de la proteina transmembrana CD300f, creado y patentado por el
grupo de investigacién (EP21802380.2).

Como se puede observar en la Figura 9, la conjugacién del anticuerpo con el péptido F7 promueve
una mayor muerte de las células MIA PaCa-2, lo que puede indicar una mayor internalizacién del
anticuerpo y mayor efecto terapéutico. Se estan a desarrollar mas estudios con mas lineas celulares
para poder validar esta estrategia y entender el mecanismo de accién de esta combinacion.
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Figura 9. Evaluacién de la citotoxicidad in vitro del anticuerpo anti-KRAS (KRAS-Ab), el péptido F7
y la conjugacién de ambos (KRAS-Ab:F7) en condiciones de cultivo adherente usando células MIA
PaCa-2. Curvas de viabilidad celular de células MIA PaCa-2 tratadas con concentraciones crecientes
de varias formulaciones. Los resultados se expresan como media = DE, n > 3.

Conclusiones

Este proyecto se centra en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas dirigidas contra el
adenocarcinoma ductal pancreatico (PDAC) con mutaciones en KRAS, combinando herramientas
de biotecnologia avanzada y nanomedicina.

1.

Encapsulacion y validacion de afimeros: Se han desarrollado y caracterizado distintas
formulaciones de micelas poliméricas (PM) cargadas con afimeros anti-KRAS. Aunque las
formulaciones presentaron buenas propiedades fisicoquimicas y una alta eficiencia de
encapsulacién, los estudios in vitro demostraron que la eficacia observada de los afimeros no
se asociod claramente a una inhibicién especifica de KRAS, especialmente al observar efectos
citotdxicos en lineas celulares no dependientes de esta via. Estos resultados ponen de
manifiesto la necesidad de seleccionar y validar nuevos afimeros con mayor afinidad y
especificidad hacia KRAS mutado.

Cribado de nanocuerpos anti-KRAS: Se seleccionaron y caracterizaron nuevos
nanocuerpos mediante técnicas de phage display y andlisis estructural. Se identificaron seis
candidatos con diferentes perfiles de interaccién con KRAS, lo que representa un paso
importante hacia el desarrollo de agentes terapéuticos mas eficaces y especificos.
Actualmente, estos clones estan siendo validados en estudios funcionales in vitro.
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3. Terapia combinada con anticuerpo anti-KRAS y docetaxel: Se demostré que la
combinacién de un anticuerpo anti-KRAS encapsulado en micelas poliméricas con el fdrmaco
citotdxico docetaxel produce un efecto sinérgico en células MIA PaCa-2. Esta sinergia podria
permitir el uso de dosis mas bajas, aumentando la eficacia terapéutica y reduciendo
potencialmente los efectos secundarios.

4. Uso de péptidos de penetracion celular: La conjugacion del anticuerpo anti-KRAS con el
péptido F7, disenado y patentado por el grupo, mostré resultados prometedores, mejorando
la eficacia terapéutica posiblemente gracias a una mayor internalizacion celular.

En conjunto, estos hallazgos sientan las bases para el disefio de terapias mas seguras, especificas y
eficaces contra el PDAC con mutaciones en KRAS. A pesar de que los afimeros iniciales no mostraron
una eficacia especifica suficiente, el proyecto ha abierto nuevas vias mediante el cribado de
nanocuerpos y el uso combinado de herramientas terapéuticas innovadoras, acercando un paso
mas la posibilidad de tratar este tipo de cancer con estrategias dirigidas y de alta precision.
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Introduccién: El reto del cancer de pancreas

El cancer de pancreas, conocido médicamente como adenocarcinoma ductal pancreatico (PDAC), es
uno de los tipos de cancer mas agresivos y mortales. A pesar de los avances cientificos en oncologia,
su diagnostico suele realizarse de forma tardia, cuando la enfermedad ya se encuentra en fases
avanzadas y se ha diseminado a otros érganos.

Esto sucede por varias razones:

° No presenta sintomas especificos en las primeras fases: suele manifestarse con
molestias digestivas vagas, pérdida de apetito o dolor abdominal inespecifico.

° No existen pruebas de deteccion precoz rutinarias: a diferencia de otros tipos de
cancer como el de mama o colon, no disponemos de programas de cribado sistematico.

° El Gnico marcador aprobado, CA19-9, es insuficiente: puede estar elevado en
enfermedades benignas como la pancreatitis y no siempre se eleva en todos los pacientes con
cancer.

80 % 20 %
Pacientes en etapas avanzadas / metastasis Pacientes candidatos a cirugia
0/ SUPERVIVENCIA _ Test 0/ SUPERVIVENCIA
3 /0 MEDIA DlaF?nostlco 44 /0 MEDIA
recoz
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Figura 1. Actualmente el 80% de los pacientes con un cancer de pancreas se diagnostican en
etapas avanzadas cuando ya presentan metastasis y la supervivencia media a 5 afos es solamente
de un 3%. Un test de diagndstico precoz permitiria diagnosticar a los pacientes en etapas mas
tempranas, cuando podrian ser candidatos a cirugia y su supervivencia media aumentaria de forma
muy significativa.

Esta situacion provoca que mas del 80% de los pacientes sean diagnosticados en fases avanzadas y
metastasicas, cuando la Unica opcién curativa (la cirugia) ya no es viable. Esto tiene un impacto
devastador tanto en la supervivencia, como en el coste social y econdmico para el sistema sanitario.

En este contexto, la investigacién en nuevos métodos de diagndstico precoz es urgente y
constituye una de las mayores prioridades de la comunidad cientifica y de las asociaciones de
pacientes.

Una nueva esperanza: el biomarcador sAXL

Nuestro grupo de investigacion ha trabajado intensamente en buscar alternativas de diagnoéstico
mas eficaces y accesibles para el cancer de pancreas. Fruto de este trabajo hemos identificado un
biomarcador en sangre, el AXL soluble (sAXL), que podria revolucionar la forma en que se
detecta este tipo de tumor.

;Qué es sAXL?

AXL es una proteina de la familia de las tirosina-quinasas, implicada en la regulacién del
crecimiento y la supervivencia celular. Cuando se encuentra en forma soluble (sAXL) en la sangre,
puede ser un indicador de la presencia de células tumorales. En estudios previos publicados en
2022 por nuestro equipo en 200 pacientes, hemos demostrado que los niveles de sAXL estan
significativamente elevados en pacientes con cancer de pancreas, incluso en fases iniciales,
mientras que permanecen bajos en personas sanas o con pancreatitis cronica.

MUESTRA
DE SANGRE

<l
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Figura 2. AXL es una proteina que se encuentra en la membrana de las células pancreéticas
tumorales. AXL puede liberarse de la membrana dando lugar a una fraccién soluble (sAXL) que
puede pasar a la sangre y ser detectada con un sencillo andlisis de sangre.

Ademas, cuando se combina con el marcador CA19-9, la precision diagndstica aumenta de forma
notable, mas del 90% de los casos se detectan de forma correcta, y se evitan falsos positivos. Esto
significa que la prueba podria identificar de forma temprana la presencia del tumor y, ademas,
distinguirlo de otras enfermedades benignas.

e NIVELES sAXL

1 150 =

E —

B

E_ L]

il ®

100 =

< " H ot H

] LT L

0

B N D [ 1Y a8

- E— LA

s

g — = Ee

= ° L

o

Q

0 1 I I
CONTROL PANCREATITIS CANCER

CRONICA PANCREAS

Figura 3. Los niveles de AXL soluble (sAXL) en sangre se encuentran elevados en la mayoria de los
pacientes con un cancer de pancreas, en comparacién con controles y pacientes con una
pancreatitis cronica.

Objetivos del proyecto: un reto con dos grandes metas

Para validar y llevar a la practica clinica este descubrimiento, hemos puesto en marcha un proyecto
con dos objetivos complementarios:

Objetivo 1: Validar sAXL como biomarcador en un estudio multicéntrico

Se analizaran muestras de sangre de mas de 500 personas, distribuidas en tres grupos:

° Personas sanas (=100)
° Pacientes con pancreatitis cronica (=100)
° Pacientes con cancer de pancreas (=300)
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El andlisis se realizard mediante una técnica sencilla y econémica llamada ELISA (un analisis de
laboratorio que permite cuantificar proteinas en sangre). Este paso es esencial para establecer con
precision el valor de corte (“cut-off”) que determinara si un resultado es positivo o negativo.

HOSPITALES

l\

PACIENTES PACIENTES PACIENTES
CONTROL PDAC PANCREATITIS
> 100 > 300 > 100

Figura 4. Mediante nuestra colaboracién con ALIPANC contactaremos con diferentes hospitales
espanoles para poder centralizar una recogida de muestras de mas de 100 controles, mas de 100
pacientes con pancreatitis cronica y mas de 300 pacientes con cancer de pancreas.

Ademas, se comparara el rendimiento diagnéstico de sAXL con el marcador CA19-9y se evaluara si
la combinacién de ambos ofrece mejores resultados. Esto permitird consolidar la utilidad de la
prueba para su posible uso en la practica clinica como herramienta de deteccién precoz.

Objetivo 2: Desarrollar un test rapido (LFIA)

De forma paralela, queremos desarrollar un dispositivo de tipo “tira reactiva” (LFIA), similar a un
test de embarazo o de COVID-19. Este dispositivo permitiria detectar sAXL en sangre de forma
rapida, sencilla y econémica, sin necesidad de un laboratorio especializado. Este enfoque tiene un
gran potencial para ser utilizado en hospitales, centros de salud y, especialmente, en cribados de
poblaciones de riesgo (familiares de pacientes, personas con pancreatitis cronica, obesidad o
diabetes).
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Figura 5. Dispositivo LFIA (lateral Flow immunoassay) para la deteccién de AXL soluble en sangre.
i{Como se llevara a cabo el estudio?

éDe donde salen las muestras?

Contamos con una red de hospitales y centros de investigacidon tanto nacionales como
internacionales que colaboraran en la recoleccién de las muestras necesarias. Nuestro grupo forma
parte de ALIPANC, una plataforma que retne a expertos en cancer de pancreas de toda Espaia, lo
gue nos permitird acceder a muestras tanto retrospectivas (ya almacenadas) como prospectivas
(recolectadas durante el estudio) de diferentes hospitales espanoles.

Analisis de laboratorio

Cada muestra de sangre se analizara mediante la técnica ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay), que es un método fiable y asequible. Cada andlisis se hara por duplicado y en varias placas
independientes para garantizar la reproducibilidad de los resultados.

En paralelo, se medira también el marcador CA19-9 en todas las muestras, para comparar los
resultados y estudiar la combinacién de ambos biomarcadores.

Desarrollo del test rapido (LFIA)

El desarrollo de este dispositivo de flujo lateral (LFIA) permitira disponer de una prueba portétil,
econdémica y facil de usar. Esto se consigue mediante la combinacién de anticuerpos especificos y
particulas de oro que reaccionan en la presencia de sAXL, generando una sefal visible en un
dispositivo parecido a los tests COVID-19 o de embarazo.

Se trabajara en la seleccion de los mejores anticuerpos de captura y deteccion, optimizando las

condiciones de ensayo para lograr la méxima sensibilidad y especificidad. El rendimiento del test se
validara primero en proteinas purificadas y, posteriormente, en plasma humano real.
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Cuando esté listo, se comparara directamente con el andlisis de ELISA para comprobar su fiabilidad.
Esto garantizara que el test rdpido pueda ser utilizado de forma segura y eficaz.

El impacto potencial del proyecto

El impacto que este proyecto podria tener:
° Para los pacientes: significaria tener una oportunidad real de detectar el cancer de
pancreas en fases iniciales, cuando todavia es posible la cirugia y la curaciéon. Esto podria

salvar vidas y mejorar la calidad de vida de los pacientes y sus familias.

° Para los médicos: se dispondria de una herramienta fiable, sencilla y econémica que
permitiria realizar pruebas de forma mas frecuente, especialmente en grupos de riesgo.

° Para el sistema sanitario: al detectar el cancer de forma temprana, se reducirian los costes
asociados a tratamientos en fases avanzadas (el coste medio anual por paciente puede
superar los 50.000 €). Ademas, un diagnéstico precoz permitiria tratamientos mas eficaces y
menos agresivos.

° Para la sociedad: el cAncer de pancreas tiene un gran impacto emocional en las familias.

Este proyecto podria aportar esperanza y mejorar el pronéstico de una enfermedad que,
hasta ahora, tenia muy pocas opciones de deteccion precoz.

Conclusiéon: una nueva puerta a la esperanza

El cancer de pancreas sigue siendo uno de los mayores retos en oncologia, pero este proyecto
representa un posible avance hacia su deteccion precoz. Validar el biomarcador sAXL y desarrollar
un test rapido permitiria transformar la forma en que se diagnostica la enfermedad, abriendo la
puerta a tratamientos mas efectivos y aumentando la supervivencia.

Este proyecto no solo se basa en la ciencia, sino en el compromiso con los pacientes y sus familias.
Porque cada avance que logramos es una victoria compartida.

Glosario de términos

° PDAC: Adenocarcinoma ductal pancreatico (el tipo mas comun de cancer de pancreas).
° sAXL: Forma soluble de la proteina AXL, presente en la sangre.

° ELISA: Técnica de laboratorio para medir proteinas en sangre.

° LFIA: Ensayo inmunoldgico de flujo lateral (test rapido tipo tira reactiva).

° CA19-9: Marcador tumoral en sangre aprobado para cancer de pancreas.
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Introduccién y antecedentes

iQué es el cancer de pancreas y por qué es tan peligroso?

El adenocarcinoma ductal de pancreas (PDAC) es un tipo de cancer que se origina en las células que
forman los conductos del pancreas, un érgano ubicado detrds del estémago que cumple funciones
muy importantes en la digestion y en la regulacion del azucar en sangre. Este cancer es uno de los
mas agresivos y letales, siendo la séptima causa de muerte por cancer a nivel mundial.

Una de las principales dificultades para combatir el cancer de pancreas es que generalmente se
diagnostica en etapas muy avanzadas. En estas etapas, el tumor suele haberse extendido a otros
organos y la Unica opcion curativa disponible, la cirugia, ya no es posible. Por ello, la tasa de
supervivencia a 5 afos es inferior al 10%.

Ademas, el tratamiento que existe actualmente para el cancer de pancreas no ha cambiado mucho
en las ultimas décadas. Los medicamentos disponibles, como la gemcitabina, mejoran la
supervivencia sélo unas pocas semanas y no logran detener el avance de la enfermedad.

Aumento de casos y preocupacién por poblacion joven

En las ultimas décadas, se ha detectado un aumento preocupante en el nimero de casos de cancer
de pancreas, especialmente en personas jévenes, menores de 45 afos. Aunque este tipo de cancer
es mas comun en personas mayores de 65 afnos, la aparicion temprana de la enfermedad en jévenes
ha hecho sonar una alarma en la comunidad médica.

Este incremento no se explica por mayores programas de deteccion, sino que parece estar asociado
a cambios en el estilo de vida y la exposicién a ciertos factores de riesgo desde edades tempranas.
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Factores de riesgo y su papel en el desarrollo del cancer
Los factores de riesgo mas conocidos para el cancer de pancreas son:
forman los conductos del pancreas, un érgano ubicado detras del estémago que cumple funciones

° Pancreatitis crénica: inflamacion prolongada del pancreas que puede causar dafo y
cambios en las células.

° Tabaquismo: el humo del cigarrillo contiene sustancias que dafian el ADN y promueven
mutaciones.
° Consumo de alcohol: especialmente en grandes cantidades, puede provocar inflamacién y

danos en el pancreas.

° Obesidad y dieta alta en grasas: relacionadas con inflamacién crénica y resistencia a la
insulina, favoreciendo cambios celulares.

Aunque se sabe que estos factores aumentan el riesgo, ain no se comprende del todo como afectan
las células pancreaticas a nivel molecular para iniciar el cancer.

La mutacion KRAS y la transformacién de las células acinares

La mayoria de los canceres de pancreas presentan mutaciones en un gen llamado KRAS, que actua
como un "interruptor" que controla el crecimiento y division celular. Cuando KRAS esta mutado, este
interruptor se queda encendido, haciendo que las células crezcan sin control.

En el pancreas, la transformacion comienza en las células acinares, que normalmente producen
enzimas digestivas. Estas células, al adquirir la mutaciéon KRAS, sufren un cambio llamado metaplasia
acino-ductal (ADM), en el que se transforman en células parecidas a las de los conductos
pancreaticos. Estas células cambian progresivamente, formando lesiones preneoplasicas (Ilamadas
PanIN) que pueden avanzar a cancer.

El modelo animal para estudiar el cancer de pancreas

Para entender mejor cémo se inicia el cancer y como los factores de riesgo influyen en este proceso,
nuestro equipo ha desarrollado un modelo experimental con ratones genéticamente modificados.
Estos ratones expresan la mutaciéon KRAS especificamente en las células acinares del pancreas, lo
que les permite simular la progresion de la enfermedad humana.

Un hallazgo clave de nuestro trabajo es que las células acinares adultas no se transforman
facilmente por la mutacién KRAS a menos que estén sometidas a inflamacion o estrés, como el
provocado por la pancreatitis. Esto sugiere que la mutacién por si sola no es suficiente y que los
factores de riesgo juegan un papel esencial para activar el desarrollo tumoral.
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Figura 1: Esquema resumen del proyecto

Hipotesis y objetivos

Proponemos que los factores de riesgo como la pancreatitis, tabaquismo, alcohol y obesidad actuan
como detonantes que promueven la transformacion de las células acinares que ya portan la
mutacion KRAS, y que cada uno de estos factores activa vias moleculares especificas que pueden ser
bloqueadas para prevenir o tratar el cancer (Figura 1).

Objetivos especificos

1. Evaluar el impacto de diferentes factores de riesgo en la iniciacion tumoral en
células acinares adultas con mutacion KRAS: compararemos la transformacioén celular
y desarrollo de lesiones en ratones expuestos a pancreatitis, nicotina, alcohol y dieta alta en
grasas.

2. Identificar los mecanismos moleculares implicados en esta transformacion: a
través de analisis a nivel de célula unica (single-cell RNA sequencing), caracterizaremos qué
genes y vias se activan con cada factor.
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3. Disefar estrategias preventivas y terapéuticas basadas en las vias identificadas:
validaremos en ratones el uso de inhibidores farmacolégicos que bloqueen los procesos que
conducen a la transformacién tumoral.

4. Descubrir y validar biomarcadores para diagnostico precoz: estudiaremos

biomarcadores detectables en sangre o fluidos, para facilitar la deteccion temprana en
humanos, en colaboracién con hospitales.

Metodologia

Modelo animal

Utilizaremos un modelo de ratén con la mutaciéon KRAS activable en células acinares bajo control
temporal, permitiendo inducir la expresién desde etapas embrionarias o en la edad adulta. Esto es
clave para entender como la edad y la exposicién a factores afectan la transformacion.

Exposicion a factores de riesgo

L Pancreatitis crénica: inducida mediante la administracion de ceruleina, que provoca
inflamacién pancredtica simulando la enfermedad humana.

® Tabaquismo: mediante la administracion de nicotina.
® Consumo de alcohol: mediante suministro controlado de etanol.
° Dieta rica en grasas: para modelar obesidad y sus efectos metabdlicos.

Los ratones seran divididos en grupos con combinaciones de mutaciéon KRAS y exposicion a
estos factores, para evaluar su efecto individual y combinado.

Evaluacion de la transformacion tumoral
Se realizaran analisis histoldgicos para detectar la aparicién de lesiones preneoplasicas (PanIN) y

cambios en el tejido pancreatico. Se estudiara la incidencia, la rapidez de aparicién y la gravedad de
estas lesiones.

Analisis molecular

Utilizaremos la técnica de secuenciacion de ARN unicelular (single-cell RNA-seq) para conocer con
detalle qué genes se expresan en cada célula acinar durante la transformacién inducida por los
factores de riesgo. Esto permitira descubrir rutas de senalizacién y genes diana para terapias.
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Estrategias preventivas y terapéuticas

Basandonos en los resultados moleculares, probaremos en ratones farmacos inhibidores que
bloqueen las vias activadas por los factores de riesgo, evaluando si logran prevenir o retrasar la
aparicion de lesiones tumorales.

|dentificacion y validacién de biomarcadores

Analizaremos plasma y heces de ratones para encontrar moléculas indicadoras de transformacion
temprana. Estos biomarcadores seran validados en muestras humanas obtenidas en colaboracién
con el Hospital Gregorio Maraién.

Resultados esperados y posibles impactos

o Demostrar que la mutacién KRAS, sin un factor de riesgo, no provoca cancer en células
acinares adultas, pero que la exposicion a inflamacion, tabaquismo, alcohol o dieta grasa si
induce transformacion.

° Identificar rutas moleculares especificas que se activan con cada factor, que pueden ser
dianas para nuevos tratamientos.

° Validar en ratones inhibidores que bloqueen la progresién tumoral, abriendo camino a
terapias preventivas.

° Proponer biomarcadores accesibles para el diagnostico temprano que puedan salvar vidas.

° Contribuir a la reduccién de la incidencia y mortalidad del cancer de pancreas,
especialmente en poblacién joven.

Resultados preliminares

De momento nos hemos centrado en los estudios de dieta grasa y aunque no es evidente que tenga
un papel como factor de riesgo, si que hemos observado que los tumores son mucho mas agresivos.
En este sentido, los tumores son mas sarcomatoides (Figura 2) y mas invasivos (Figura 3). A nivel
transcripcional encontramos importantes diferencias que actualmente estamos evaluando para
entender las alteraciones que se han producido y poder disenar nuevas estrategias terapéuticas
(Figuras 4y 5).
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Fig 2
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Figura 2: al microscopio podemos observar diferencias en los tumores desarrollados con dieta
grasa. Mientras que los tumores de ratones alimentados con dieta normal expresan un marcador
ductal (CK19, en marroén), los tumores de ratones alimentados con dieta grasa han perdido la
expresion de este marcador. Esto indica que son tumores mas desdiferenciados, mds agresivos.

Figura 3:Los tumores de ratones alimentados con dieta grasa (HFD) son mucho mas invasivos
que los que se desarrollan bajo una dieta normal (CTRL). En la figura se muestra la capacidad de
las células de atravesar una membrana. Esta capacidad es mayor en las células tumorales
desarrolladas con dieta grasa. Esto significa que en presencia de dieta grasa los tumores son mas

agresivos y pueden dar lugar a metastasis.
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Figura 4: Las células tumorales desarrolladas en ratones alimentados con dieta grasa (HFD) y las
que se desarrollan en ratones alimentados con una dieta normal (Ctrl) son muy diferentes
también a nivel de expresion de genes. En la figura se puede ver cdmo se agrupan las muestras
tumorales Ctrl (azul) entre si, separadas de las HDF (rojas).
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Figura 5: En un andlisis mas detallado, se puede ver el nimero de genes diferencialmente
expresados entre las células tumorales desarrolladas en ratones alimentados con dieta grasa
(HFD) y las que se desarrollan en ratones alimentados con una dieta normal (controles). Futuros
estudios estableceran la relevancia de estos genes.
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Conclusiones

mortalidad del cancer de pancreas. Al entender como factores ambientales y de estilo de vida
interactuan con mutaciones genéticas para iniciar el cancer, podemos avanzar hacia métodos de
deteccion precoz y tratamientos personalizados mas efectivos.

La combinacion de un modelo animal que reproduce la patologia humana, técnicas moleculares
avanzadas y colaboracion clinica nos permite traducir los hallazgos a la practica médica en un
futuro cercano. De este modo, esperamos contribuir significativamente a mejorar la prevencion,
el diagnéstico y el tratamiento del cancer de pancreas, impactando positivamente en la vida de
miles de personas.
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TITULO:

Analisis de la metilacion del ADN en biopsia liquida para la
monitorizacidn y manejo de pacientes con cancer de pancreas

INVESTIGADORA PRINCIPAL: Maria Victoria Garcia Ortiz

Cancer de pancreas y biopsia liquida: una nueva esperanza

El cdncer de pancreas es uno de los mas agresivos y mortales: es la cuarta causa de muerte por
cancer en Europa y tiene una de las tasas de supervivencia mas bajas (solo el 9% de los pacientes
vive mas de cinco anos). Esto se debe a que suele detectarse tarde, no presenta sintomas en etapas
iniciales y responde mal a los tratamientos actuales.

La mayoria de los pacientes ya tienen la enfermedad avanzada cuando se les diagnostica, y aunque
en algunos casos es posible operar, muchos recaen rapidamente. El tipo mas comun es el
adenocarcinoma ductal pancreatico, el cual presenta alteraciones genéticas como mutaciones en el
gen KRAS en mas del 90% de los casos.

Hasta ahora, el diagnéstico requiere técnicas invasivas como biopsias con aguja, que pueden ser
dificiles y a veces no proporcionan suficiente informacién. Un marcador en sangre llamado CA19-9
se utiliza con frecuencia, pero tiene muchas limitaciones y puede dar resultados poco claros.

Frente a estas dificultades, la biopsia liquida se presenta como una alternativa prometedora.

Esta técnica permite obtener informacion sobre el tumor a través de una simple muestra de sangre,
analizando fragmentos de ADN que circulan libremente. Estos fragmentos provienen de células
tumorales que mueren, y se ha observado que en pacientes con cancer de pancreas son mas
abundantes y mas pequenos que en personas sanas o con enfermedades benignas del pancreas.

La cantidad y el tamano de estos fragmentos de ADN se han relacionado con el pronéstico: a mayor
concentracion y fragmentacion, peor es la evolucion del paciente. También se pueden detectar
mutaciones especificas como las del gen RAS, que indican una enfermedad mas agresiva.

Otro aspecto innovador es el analisis de metilacion del ADN, un tipo de alteracién epigenética.
Este tipo de cambios no modifica el contenido genético, pero si afecta cdmo se comportan las
células. Detectar patrones anormales de metilacion en el ADN libre circulante podria ayudar a
diagnosticar el cancer de forma mas precisa y predecir su evolucion. Sin embargo, aunque se han
identificado varios genes candidatos, todavia no hay suficientes estudios para aplicar este método
de forma rutinaria en el cancer de pancreas.
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En resumen, la biopsia liquida —y especialmente el andlisis de metilacién del ADN libre
circulante— es una herramienta prometedora para detectar el cancer de pancreas, seguir su
evoluciéon y adaptar mejor los tratamientos. Su caracter no invasivo y su capacidad para reflejar los
cambios del tumor en tiempo real la convierten en una opcién muy valiosa, aunque aun se necesita
mas investigacién para aplicarla plenamente en la practica clinica.

;Cual es la idea principal del estudio?

La hipdtesis de este proyecto parte de una propuesta innovadora: usar la biopsia liquida para
estudiar el ADN del tumor que circula en la sangre, centrandose en un tipo particular de
modificacion llamada metilacion. Este método, no invasivo y facil de aplicar, podria ofrecer
informacion muy util sobre el cancer, especialmente en el cancer de pancreas mas comun
(adenocarcinoma ductal pancreatico), donde es muy dificil obtener muestras fiables del tumor por
medios tradicionales.

Ademas, esta técnica podria ayudarnos a entender cdmo evoluciona el tumor, como responde a los
tratamientos y como se vuelve resistente a ellos. Sin embargo, hasta ahora se han hecho muy pocos
estudios en cancer de pancreas que analicen estas modificaciones en el ADN tumoral presente en la
sangre.

iQué se busca conseguir con este proyecto?

El objetivo general del estudio es desarrollar nuevas herramientas basadas en biopsia liquida que
permitan:

° Detectar con mas precision el cancer de pancreas metastasico.
() Saber qué pacientes tienen un pronéstico peor.
° Predecir como responderan los pacientes al tratamiento.

Los objetivos especificos son:

° Evaluar el valor prondstico del perfil de metilacién del ADN en sangre en pacientes con
cancer de pancreas metastasico, y ver como se relaciona con otros parametros como la
cantidad y el tamano de estos fragmentos de ADN, y la presencia de ciertas mutaciones
(como las del gen RAS) al momento del diagnéstico.

° Estudiar si este perfil de metilacidon puede predecir la respuesta al tratamiento durante la
evolucion del cancer, y analizar de nuevo su relacién con la cantidad y fragmentacién del

ADN libre circulante y con las mutaciones en RAS.

° Identificar regiones especificas del ADN que estan alteradas (metiladas) en estos pacientes,
tanto al inicio de la enfermedad, como cuando esta progresa o responde al tratamiento.

180



MEMORIAS

iComo se lleva a cabo este estudio?

¢Quiénes participaran?

VICTORIA GARCIA ORTIZ

El estudio incluye a 32 pacientes con cancer de pancreas metastasico, atendidos en el Hospital
Universitario Reina Sofia. Estos pacientes son mayores de 18 afos, diagnosticados con estadio IV

de la enfermedad y han firmado su consentimiento informado.
Se recogen muestras de sangre en tres momentos clave:

1. Al momento del diagnéstico.

2. Durante el tratamiento, coincidiendo con los estudios de TAC para ver la

evolucién del tumor.

3. En caso de que la enfermedad progrese.

En total, se analizan unas 96 muestras de sangre (3 por paciente)

Diagndstico
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;Qué se hace con las muestras?

Las muestras de sangre se procesan para extraer el ADN libre en sangre. Este ADN se analiza

desde varios enfoques:

1. Cantidad y tamafno del ADN: Se mide cuanto ADN libre circulante hay en cada muestra 'y
qué tamano tienen los fragmentos. Esto da pistas sobre la agresividad del tumor.

2. Mutaciones en el gen RAS: Se buscan mutaciones clave en el ADN tumoral que se sabe

gue estan relacionadas con un peor pronostico.
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3. Metilacion del ADN: Esta es una modificacién quimica del ADN que afecta su funcionamiento
sin cambiar la secuencia. Es un tipo de "marca epigenética” que puede indicar si un gen esta
activo o no.

iComo se analiza la metilacién?

Para detectar estas marcas, el ADN se somete a un tratamiento quimico especial que permite
diferenciar entre zonas metiladas y no metiladas. Luego, se usa una tecnologia avanzada llamada
microarrays, que puede analizar cientos de miles de regiones del ADN al mismo tiempo. Esto se
hace en tres fases por paciente:

° Al diagnéstico.
° Cuando la enfermedad esta estable.
) Si el cancer progresa durante el tratamiento.

Una vez detectadas las zonas del ADN que presentan metilacién anormal, se seleccionan las mas
importantes y se vuelven a analizar con otra técnica mas precisa llamada PCR digital, que permite
confirmar estos resultados incluso cuando hay muy poco ADN.

;Qué se espera conseqguir?

) Identificar marcadores epigenéticos en sangre que permitan saber como esta
evolucionando el cancer.

° Detectar de forma temprana si el tratamiento esta funcionando o no.

) Encontrar nuevas formas de predecir la respuesta a la terapia en pacientes con cancer de
pancreas metastasico.

iQué resultados hemos obtenido?

Tras analizar la metilacién mediante microarray tanto de ADN obtenido de tejido tumoral como de
ADN libre circulante obtenido de la sangre en 10 pacientes diagnosticados con cancer de pancreas
hemos visto que las marcas de metilacion detectadas en la sangre coinciden en gran medida con las
encontradas en el tejido del tumor al momento del diagnéstico.

Esta coincidencia, conocida como alta concordancia, se mide mediante un valor llamado “R” que
proviene de un andlisis estadistico de correlacién. Un valor de R cercano a 1 indica una fuerte
similitud entre ambos tipos de muestras. En nuestro caso, el valor de R obtenido es 0,93. Esto
significa que los analisis realizados con una simple muestra de sangre pueden reflejar de manera
confiable lo que estd ocurriendo en el tumor, lo que abre la puerta a métodos menos invasivos para
detectar, seguir y entender el cancer en tiempo real.
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También hemos descubierto que estas marcas epigenéticas cambian de forma notable a lo largo
del tratamiento: durante la fase estable de la enfermedad, cuando el tratamiento esta
funcionando, hay una disminucién general en la metilacién (hipometilacion).

En cambio, en el momento del diagnéstico y cuando el tumor progresa, los niveles de metilacién
aumentan notablemente (hipermetilacién) y los patrones se parecen mucho entre si. Este hallazgo
es importante porque sugiere que los cambios en la metilaciéon podrian servir como un indicador
dinamico del estado del cancer, ayudando a evaluar la respuesta al tratamiento y a detectar
posibles recaidas de manera no invasiva.

1.254 Friedman p < 0.0001 wwwn

—
—
—

NIVELES DE METILACION

DIAGNOSTICO ENFERMEDAD PROGRESION
ESTABLE

183



MEMORIAS VICTORIA GARCIA ORTIZ

En resumen, identificamos 6743 sitios en el genoma cuya metilacién es similar en los momentos
de diagnéstico y progresion de la enfermedad, pero diferente en los casos de enfermedad estable.
De estos, 1838 estan asociados a genes conocidos: 1324 de ellos presentan una mayor metilaciéon y
514 una menor metilacién en diagnéstico y progresion, en comparacion con la enfermedad
estable.

En la actualidad, a partir de los datos obtenidos en el microarray de metilacién, estamos
analizando los niveles de metilacion de algunos de estos genes que han mostrado cambios a lo
largo de la evolucion de la enfermedad, en esta ocasién mediante PCR digital que permite analizar
con alta sensibilidad zonas especificas del genoma y asi confirmar los resultados en una cohorte de
pacientes mayor. En cada paciente se analizan las muestras de plasma extraidas al diagndstico, tras
el inicio de tratamiento y coincidente con enfermedad estable segin TAC, y cuando la enfermedad
ha progresado.

Los resultados preliminares de uno de los genes seleccionados muestran que efectivamente hay
un descenso de la metilaciéon cuando los pacientes son tratados y se encuentran en enfermedad
estable, y que esa metilacion vuelve a aumentar en la progresién de la enfermedad, incluso por
encima de los niveles que tenian en el momento del diagndstico.
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En este momento estamos analizando mas genes y mas pacientes para validar los resultados del
microrarray de metilacion. A su vez estamos analizando la capacidad de algunos de estos genes
para predecir la respuesta a terapia. En este sentido, hemos obtenido resultados muy
prometedores, observando como los niveles basales (al diagnostico) de metilacion de uno de estos
genes predijeron la respuesta al tratamiento de primera linea basado en FOLFIRINOX con una
sensibilidad y especificidad bastante elevados. La puesta en marcha de estos marcadores en la
rutina clinica ayudaria en gran medida a la personalizacion de las estrategias terapéuticas de
primera linea.

Con todos estos resultados, aunque aun preliminares, podemos concluir que los biomarcadores
basados en biopsia liquida, y en particular los biomarcadores epigenéticos circulantes, podrian
convertirse en un futuro préximo en herramientas de gran utilidad para monitorizar la evolucién
del cancer, detectar de forma temprana la eficacia del tratamiento e incluso ayudar a determinar la
terapia mas adecuada en cada etapa de la enfermedad en pacientes con cancer de pancreas
metastasico.
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Antecedentes:

El cancer de pancreas es uno de los tumores mas agresivos, situandose como la tercera causa de
muerte relacionada con el cancer. Esta agresividad esta estrechamente asociada a varios factores,
entre ellos un estroma denso y fibrético, un entorno intensamente hipéxico y un microambiente
inmunosupresor, lo que representa un obstaculo importante para controlar su progresion,
confiriendo resistencia a los diferentes tratamientos, incluyendo una falta de respuesta a la
inmunoterapia.

Los componentes celulares responsables de la inmunosupresion en el microambiente del cancer de
pancreas incluyen células T reguladoras, células mieloides supresoras y macréfagos asociados al
tumor que inhiben la respuesta inmune frente al mismo. Es importante destacar que el pequefio
porcentaje de pacientes con cancer de pancreas que presentan una larga supervivencia exhiben
una respuesta inmune activa frente al tumor, poniendo de manifiesto la importancia de dicha
respuesta en el control de la progresion del cancer de pancreas.

Por ello, es muy importante desarrollar nuevas estrategias terapéuticas que permitan cambiar el
entorno inmunolégicamente inactivo presente en el cdncer de pancreas (lo que se denomina un
tumor inmunolégicamente “frio”) por un entorno tumoral con componentes inmunoldgicos activos
frente al tumor (lo que se denomina un tumor inmunolégicamente “caliente”).

Las principales alteraciones genéticas en el cancer de pancreas incluyen mutaciones en un gen
denominado KRas, junto con otras alteraciones genéticas en diferentes genes supresores de
tumores como p53. Asimismo, diversos estudios también indican que alteraciones en otro gen
denominado c-Myc desempena un papel crucial en la iniciaciéon, mantenimiento y progresion
metastasica del cancer de pancreas. Es importante senalar que las alteraciones en los genes KRas y
c-Myc, que inducen su activacion, son impulsores clave de un proceso denominado estrés de
replicacién que tiene lugar en células que se dividen muy rapido, lo que puede favorecer la
tumorigénesis al inducir inestabilidad gendmica y dafo en el ADN.
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Como consecuencia, el cancer de pancreas exhibe uno de los niveles mas altos de estrés replicativo
entre los distintos tumores, lo cual promueve su progresién, pero también puede representar una
vulnerabilidad que podemos utilizar para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas. En este
sentido, los inhibidores farmacoldgicos dirigidos a alterar la respuesta al dafio del ADN, como hacen
los inhibidores de PARP-1/PARP-2 (PARPI), ofrecen vias terapéuticas prometedoras.

PARP-1y PARP-2 son las dos enzimas de la familia de proteinas denominada Poli(ADP-ribosa)
polimerasas (PARP) que, en respuesta al dano en el ADN, catalizan la escisidn de la nicotinamida
adenina dinucleétido (B-NAD) para transferir residuos de ADP-ribosa a diversas proteinas
receptoras, generando largas cadenas de poli(ADP-ribosa).

Esta modificacién transitoria de las proteinas altera su funcién biolégica permitiendo, por ejemplo,
su participacion en la respuesta al dafno en el ADN. Dado el papel de PARP-1y de PARP-2 en la
respuesta al dano del ADN, los PARPi se han establecido como nuevas terapias oncoldgicas para
pacientes con tumores deficientes en una via de reparacion del ADN denominada recombinacién
homaloga (HR), como son los pacientes portadores de mutaciones en unas proteinas importantes
en esta via de reparacion denominadas BRCA1 BRCA2. En diciembre de 2019, tras los resultados de
un ensayo clinico denominado POLO, la FDA y la EMA aprobaron el uso clinico del PARPi olaparib
como tratamiento de mantenimiento para pacientes con cancer de pancreas metastasico con
mutaciones germinales en BRCA1/2 que no progresaron durante la quimioterapia basada en
platino. Sin embargo, estos pacientes representan menos del 5% de los casos de cancer de
pancreas, y aun en ellos, la eficacia es muy limitada.

A pesar de que existen numerosos estudios que nos indican que las proteinas PARP-1 y PARP-2
llevan a cabo diferentes funciones bioldgicas, todos los PARPi actualmente aprobados para uso
clinico (olaparib, niraparib, rucaparib y talazoparib) no discriminan entre PARP-1 y PARP-2. Sin
embargo, estas funciones diferenciadas podrian tener un impacto en la oncogénesis. De hecho,
nuestro grupo ha demostrado recientemente que PARP-1y PARP-2 ejercen efectos opuestos en el
desarrollo de linfomas B promovidos por la desregulacion de c-Myc en modelos experimentales
murinos. Asi, la pérdida de PARP-2 retrasa el desarrollo de los linfomas, mientras que la deficiencia
de PARP-1 acelera la linfomagénesis. De manera similar, trabajos de otros grupos han demostrado
que la inhibicion selectiva de PARP-2 reduce el crecimiento del cancer de préstata.

En el caso del cancer de pancreas, nuestro grupo ha demostrado que la eliminacién por métodos
genéticos del gen que codifica a la proteina PARP-1 no afecta significativamente la progresién
tumoral ni la supervivencia global en un modelo de cancer de pancreas en ratén. En contraste, la
eliminacion del gen que codifica a PARP-2 retrasa significativamente la progresiéon tumoral en
modelos murinos de cancer pancreatico inducidos tanto por alteraciones genéticas del oncogen
¢c-Myc como del oncogen KRas. Los estudios de expresion génica en estos modelos nos revelaron
que la pérdida de PARP-2 se asocia con la activacion de vias relacionadas con la respuesta inmune
antitumoral y con un aumento en la inestabilidad gendmica. Asi, el analisis del microambiente
tumoral mostré que la eliminacién de PARP-2 provoca un incremento significativo en la infiltracion
tumoral de células inmunes con actividad anti-tumoral como son las células T CD4*y CD8*, asi
como células NK, acompanado de una reduccién en células inmunes con funciones
inmunosupresoras como son las células T reguladoras y los macréfagos asociados a tumor.
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Estos hallazgos indican que PARP-2 ejerce una funciéon inmunomoduladora en el cancer de
pancreas a través de mecanismos aun desconocidos. Uno de los objetivos del proyecto actual es
investigar estos mecanismos, que podrian involucrar tanto una modulacion directa sobre la funciéon
de las células inmunes como efectos indirectos mediados por alteraciones en las células tumorales
gue impactan en la interaccién célula tumoral-sistema inmune.

En conjunto, nuestros resultados demuestran un papel critico de PARP-2 en el cancer de pancreas y
abren nuevas oportunidades terapéuticas. En particular, nuestra propuesta es que la inhibicion
selectiva de PARP-2 representa un enfoqgue novedoso para potenciar la respuesta
inmune frente al cancer de pancreas y, de esta forma, controlar su progresion.

De hecho, la modulaciéon del sistema inmunitario mediante inhibidores de moléculas pequenas
dirigidas a vias de sefalizacién intracelular podria constituir una estrategia revolucionaria,
complementaria y potencialmente sinérgica con las inmunoterapias existentes. Un objetivo central
de este proyecto es determinar si los efectos inmunomoduladores observados mediante la
eliminacion genética de PARP-2 pueden reproducirse farmacolégicamente, y cémo estas
intervenciones afectan la progresion del cancer de pancreas.

Sin embargo, el desarrollo de inhibidores selectivos de PARP-2 auin se encuentra en fases muy
iniciales. El primer compuesto reportado, UPF-1069, presenta una potencia y selectividad limitadas
(ICso de 0,3 uM para PARP-2 y 8 uM para PARP-1), lo cual restringe su uso en modelos preclinicos e
impide su aplicacién clinica. Recientemente, en colaboracién con la Fundaciéon Kaertor, a través del
programa Cancer Innova, hemos desarrollado un inhibidor altamente potente y selectivo de
PARP-2, denominado PCI058-0226. Este compuesto, apto para administracion intraperitoneal,
muestra un ICso de 2,5 nM para PARP-2 y una selectividad >1000 veces superior frente a PARP-1.
Cabe destacar que PCl058-0226 ha demostrado actividad inmunomoduladora in vivo, mejorando la
inmunidad antitumoral en un modelo murino de cancer de mama inducido por PyMT-MMTV. Uno
de los objetivos centrales del presente proyecto es evaluar el potencial terapéutico de este
inhibidor selectivo de PARP-2 en el cancer de pancreas, especificamente su capacidad para modular
la respuesta inmune e impedir la progresion tumoral. Este trabajo proporcionara evidencia
preclinica crucial para respaldar el desarrollo de inhibidores selectivos de PARP-2 como agentes
inmunomoduladores en cancer de pancreas.

En resumen, sobre la base de estos resultados previos, proponemos estudiar los mecanismos
intrinsecos asociados a las funciones inmunomoduladoras de PARP-2 en el cancer de pancreas y de
como podemos aprovechar dichas funciones para combatir esta enfermedad. El enfoque propuesto
en este proyecto abarca una adecuada transicion desde los estudios basicos, a través de modelos
animales y analisis en organoides derivados de pacientes (PDOs), con el fin de descubrir nuevas
oportunidades terapéuticas que permitan un mejor manejo clinico de los pacientes. En conjunto,
consideramos que nuestros trabajos preliminares respaldan la idea principal de este proyecto y que
estamos preparados para abordar los objetivos propuestos en el plazo establecido. La ejecucion de
este proyecto aumentara significativamente las posibilidades de identificar nuevas terapias en
cancer, trasladando el conocimiento basico hacia aplicaciones clinicas.
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Equipo Investigador

Este Proyecto sera llevado a cabo por un equipo cientifico multidisciplinar formado por
investigadores basicos y clinicos ubicados en el Hospital del Mar (Barcelona) y en el Hospital del
Mar Research Institute. Los participantes del equipo investigador son:

Dr. José Yélamos, Investigador Principal del grupo de investigacion “Poly(ADP-ribose)
Polymerases” en el Hospital del Mar Research Institute y Adjunto de Inmunologia en el Hospital del
Mar desde 2007. Nuestro grupo es reconocido internacionalmente en el estudio de la biologia de
PARP-1y de PARP-2 y su impacto en la respuesta inmune anti-tumoral.

Dra. Pilar Navarro, Cientifica Titular del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) e
Investigadora Principal del grupo de investigacién “New Cancer Molecular Targets” en la Unidad
Mixta entre el CSICy el Hospital del Mar Research Institute, con mas de 20 afos de experiencia en la
investigacion en cancer de pancreas y contribuciones de relevancia en la identificacion y
caracterizacién de nuevas dianas moleculares en el cancer de pancreas.
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Dr. Neus Martinez-Bosch, Investigadora post-doctoral Senior del Hospital del Mar Research
Institute, con amplia experiencia en modelos in vitro e in vivo de cancer de pancreas y el desarrollo
de PDOs, crucial para la validacion de nuevas estrategias terapéuticas.

Los integrantes clinicos del Hospital del Mar que componen el equipo investigador incluyen al

Dr. Luis Barranco, Jefe de la Seccién de Endoscopia Digestiva, Dr. Fernando Burdio, Jefe del
Servicio de Cirugia General, Dr. Patricia Sanchez, Adjunta de Cirugia, Dr. Laura Visa, Adjunta
de Oncologia, Dr. Mar Iglesias, Jefa del Servicio de Anatomia Patoldgica. La experiencia clinica de
todos ellos en la patologia del cancer de pancreas contribuird muy significativamente a la
consecucion de los objetivos propuestos.

El equipo investigador también incluye tres estudiantes de doctorado: Nuria Vazquez, Bennett
Nickell y Marina Junyent; y dos técnicas de laboratorio: Coral Ampurdanés y Dulce Soto, esenciales
para el desarrollo de todos los aspectos técnicos del proyecto.

Hipotesis de trabajo y objetivos

El cdncer de pancreas, al igual que otros tumores denominados inmunolégicamente “frios”, se
caracteriza por un entorno inmunosupresor con muy pocas células inmunes efectoras, lo que
favorece la progresion tumoral y previene la eficacia de la inmunoterapia. Por tanto, es muy
importante desarrollar nuevas estrategias terapéuticas que faciliten el reclutamiento de células
inmunes con funcién efectora y limite las células inmunosupresoras en el microambiente tumoral y,
de esta forma, conviertan a un tumor “frio” en un tumor “caliente” desde el punto de vista
inmunoldgico.

El objetivo de las nuevas estrategias terapéuticas basadas en la inmunoterapia es precisamente
revertir la tolerancia inmune frente a los tumores tanto modulando sefales de correceptores de
células T como impulsando el reconocimiento de antigenos asociados a tumores mediante el uso
de anticuerpos monoclonales. Ademas de estas aproximaciones basadas en estrategias bioldgicas,
la modificacion de la respuesta inmune utilizando pequefas moléculas quimicas que van dirigidas
a modificar algunas de las rutas de sefalizacion intracelular, puede representar un avance
complementario y potencialmente sinérgico con la inmunoterapia.

Las proteinas PARP-1 y PARP-2 estan implicadas en mantener la estabilidad del genoma, aunque
tienen funciones bioldgicas diferentes e impactan de forma diferente en la carcinogénesis. Es
importante resaltar que estas dos proteinas no solo juegan un papel en la célula tumoral, sino que
también modulan la respuesta inmune frente al tumor de una forma diferente, lo que puede
contribuir a su efecto opuesto en la progresién tumoral.

Basandonos en la funcion de regulacién de la respuesta inmune por PARP-2 y a nuestros datos en
modelos preclinicos de cancer en raton, nuestra hipotesis es que la inhibicion especifica de
PARP-2, pero no la de PARP-1, revierte el microambiente inmunosupresor presente en
el cancer de pancreas hacia una respuesta inmune efectora frente al tumor. Para
demostrar esta hipotesis, proponemos los siguientes objetivos:

1. Estudiar como la inhibicién genética y farmacolédgica de PARP-2 modula la interaccion entre

las células tumorales y las células inmunes y su impacto en la progresiéon tumoral en modelos
pre-clinicos de cancer de pancreas en ratén.
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2. Evaluarin vitro terapias basadas en la inhibicion selectiva de PARP-2 en organoides 3D
generados a partir de tumores de pancreas en presencia de células inmunes del propio
paciente.

3. Conlos datos obtenidos, proponemos disefar ensayos clinicos basados en la inhibicion
selectiva de PARP-2.

Metodologia

Para la consecucion de los objetivos propuestos utilizaremos la siguiente metodologia.

Modelos preclinicos en ratdon

Modelos pre-clinicos en raton @

Eliminacién Genética Inhibicién farmacoladgica
de PARP-2 de PARP-2

\N 7/

IMPACTO EN LA
PROGRESION TUMORAL

DISENO DE ENSAYOS CLINICOS
BASADOS EN LA INHIBICION DE
PARP-2

Inhibicién farmacolégica

de PARP-2
Modelos pre-clinicos con organoides e
y células inmunes de pacientes =

Para los estudios pre-clinicos en ratdn, implantaremos células tumorales (procedentes de tumores
generados de forma espontdnea en ratones que tiene mutaciones en KRas y en c-Myc), en el
pancreas de ratones con un sistema de histocompatibilidad idéntico a las células tumorales para
evitar el rechazo de estos tumores por mecanismos alogénicos diferentes a la propia respuesta
inmune frente al tumor. Utilizaremos dos estrategias diferentes para estudiar el papel de la proteina
PARP-2 en el cancer de pancreas, una estrategia genética y una estrategia farmacoldgica.
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En el caso de la estrategia genética, las células tumorales que utilizaremos seran células que
contienen la proteina PARP-2 de forma natural y células tumorales a las que hemos eliminado,
utilizando herramientas genéticas, dicha proteina. Estas células las implantaremos en el pancreas
de ratones que contienen dicha proteina, asi como en ratones en los que hemos eliminado, por
meétodos genéticos, PARP-2. En estos ratones, haremos un seguimiento del crecimiento tumoral y
evaluaremos los mecanismos inmunolégicos que han podido influir en las diferencias en la
progresién entre los diferentes grupos experimentales.

En el caso de la estrategia farmacoldgica, las células tumorales que contienen la proteina PARP-2 de
forma natural, las implantaremos en el pancreas de ratones. Estos ratones los trataremos
farmacolégicamente con inhibidores selectivos de PARP-2 generados en nuestro grupo de
investigacion para evaluar el impacto en la progresion tumoral que tienen dichos compuestos.
Igualmente, estudiaremos como estos inhibidores afectan a la respuesta inmune frente al tumor.
Los efectos de nuestros inhibidores selectivos frente a PARP-2 los compararemos con los efectos
que puedan tener los inhibidores no selectivos de PARP-1/PARP-2 utilizados para el tratamiento de
pacientes con cancer de pancreas con mutaciones en BRCA1/2, asi como con inhibidores selectivos
de PARP-1 disponibles comercialmente.

Modelos preclinicos con organoides generados a partir de tumores de pancreas
procedentes de pacientes

Las terapias farmacoldgicas estudiadas en los modelos de ratén las evaluaremos también en
organoides 3D generados a partir de tumores de pancreas procedentes de pacientes en presencia
del sistema inmune del propio paciente del que procede el tumor.

En primer lugar, evaluaremos el efecto de nuestros inhibidores sobre las propias células tumorales y
sobre las propias células del sistema inmune por separado. Posteriormente, estudiaremos como
afectan estos inhibidores a la interaccion de las células tumorales con las células del sistema
inmune.

Para estudiar sinergias de nuestros inhibidores de PARP-2 con tratamientos de inmunoterapia

(anti-PD-1), realizaremos nuestros estudios tanto en presencia como en ausencia de estos agentes
inmunoterapéuticos.

Disefno de ensayos clinicos basados en la inhibicion selectiva de PARP-2
En base a los resultados de los modelos de raton y los estudios en organoides, evaluaremos si la

informacién obtenida nos puede llevar a proponer un estudio clinico con nuestro inhibidor
selectivo de PARP-2 para el tratamiento del cancer de pancreas.
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TITULO:

“PREVENPANC. Estudio Multicéntrico Espanol para la Prevencion
del Cancer de Pancreas”.

INVESTIGADORA PRINCIPAL: Leticia Moreira Ruiz

Resumen del estudio

Prevencién del cancer de pancreas: una oportunidad para detectar a tiempo

El cdncer de pancreas es uno de los tumores mas agresivos y dificiles de diagnosticar a tiempo. Esto
hace que muchas personas no tengan opciones de tratamiento cuando se descubre la enfermedad.
Ademas, se espera que en los préoximos afnos sea una de las principales causas de muerte por cancer.
En algunos casos, este tipo de cancer aparece en familias con antecedentes genéticos. Identificar a
las personas que tienen mas riesgo por sus genes permite hacerles un seguimiento especial y
detectar la enfermedad antes de que cause sintomas. También ayuda a proteger a otros miembros
de la familia que aun estan sanos.

Asi, el estudio va enfocado en contestar dos preguntas ;Quién tiene mas riesgo de cancer
pancreatico? (con la identificacion de factores genéticos/familiares) y ;Cémo hacer la prevencién en
estas personas de mayor riesgo de cancer de pancreas? (con la identificacion de biomarcadores,
estudios radioldgicos que nos permitan crear un modelo de riesgo y diagnéstico precoz de dicho
tumor).
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Para lograrlo, se ha puesto en marcha un estudio multicéntrico nacional con 24 hospitales
espanoles, con la red llamada PREVENPANC incluyendo a pacientes con cancer pancreatico,
personas con riesgo aumentado de cancer de pancreas por factores familiares/hereditarios y a
personas sanas como grupo control para buscar diferencias genéticas y biolégicas que permitan
identificar a quienes tienen mas probabilidad de desarrollar la enfermedad y diagnéstico precoz. El
registro recoge informacién clinica, de pruebas realizadas y muestras de sangre para realizar
estudios genéticos y analizar nuevos marcadores bioldgicos, como pequenas moléculas llamadas
microARN, que podrian servir como senales de alerta temprana.

El objetivo final es desarrollar un modelo de prediccién de riesgo con inteligencia artificial, que
incluya datos clinicos y bioldgicos que permita detectar el cancer en sus primeras fases, cuando
todavia se puede tratar. PREVENPANC unira esfuerzos de profesionales sanitarios e
investigadores, creando una base colaborativa sélida para investigaciones presentes y futuras.

En resumen, este proyecto busca cambiar la historia natural del cancer de pancreas mediante la
prevencion, la deteccién precozy la colaboracién entre centros.

Antecedentes del tema

1. Adenocarcinoma de pancreas: Epidemiologia, Etiologia y Clasificacion

El cancer de pancreas (CP), adenocarcinoma ductal pancreatico, es uno de los canceres mas
agresivos y en su mayoria incurable al diagnodstico. Asi, a pesar de los avances en los tratamientos,
solo un 7% de los pacientes sobreviven 5 ainos tras su deteccién. A diferencia de otros canceres
solidos —como el de mama o colorrectal-, el CP carece de estrategias de cribado sistematicas en la
poblacion general, lo que subraya la necesidad de desarrollar métodos innovadores para su
deteccion precoz.

El tabaquismo, alcoholismo, indice de masa corporal elevado y la diabetes mellitus son factores de
riesgo para desarrollar CP. Hasta un 10% de los pacientes con CP presentan antecedentes familiares
de esta neoplasia lo que indica el papel de factores genéticos en la patogenia de esta enfermedad.
Al dia de hoy no se ha identificado un principal gen causante del CP, pero existen mutaciones
germinales que se asocian a mayor riesgo de presentar la neoplasia. Estos sindromes de cancer
hereditario representan el 3% de todos los CPs y el 10% de los CPs en pacientes <60anos. Las
alteraciones genéticas mas frecuentes asociadas al cancer de pancreas hereditario (CPH) son BRCA2,
PALB2, ATM y CDKN2A/p16, entre otras (Anexo 1). Por otro lado, en el 7% de los casos existe
agregacioén familiar sin mutacion germinal identificada, situaciéon conocida como cancer de
pancreas familiar (CPF), siendo mayor el riesgo cuanto mayor el nimero de familiares afectos1,2
(Tabla 1). En consecuencia, los programas de cribado enfocados en estas poblaciones de alto riesgo
son esenciales para mejorar la detecciéon temprana y, por ende, el prondéstico de la enfermedad.
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Tabla 1. Sindromes hereditarios asociados a mayor riesgo de cancer de pancreas.

Sindrome Gen causal Riesgo acumulado de CP Riesgo relativo de CP
8-11% a los 70 anos,
SPJ STK11/LKB1 132 veces
hasta 36% a lo largo de la vida
PH PRSS1/SPINK1, PRSS2, CTRC 53% a los 75 afios 26-87 veces
FAMMM P16/CDKN2A 17% a los 75 afios 13- 46,6 veces
BRCAT1/ BRCAT: 4-6 veces
HBOC BRCAZ/ 1:5:4% 4 '°5gn°§g?;§5"e°'3'me"te BRCA2: 3,5-22 veces
PALB?2 PALB2: 6 veces
PAF APC 1,7% a los 80 anos 45 veces
SL MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 3,7% a los 70 anos 8,6 veces
SLF TP53 <5% =
AT ATM <5% 2,7 veces
FQ CFTR <5% 5,3 veces

CP, adenocarcinoma ductal pancreatico; SJP, sindrome de Peutz Jeghers; PH, pancreatitis hereditaria; FAMMM, Melanoma mditiple atipico familiar;
HBOC, sindrome de mama y ovario hereditario; PAF, poliposis adenomatosa familiar; SL, sindrome de Lynch; SLF, sindrome de Li-Fraumeni; AT, Ataxia
telangiectasia; FQ, fibrosis quistica;

2. Diagnoéstico de Cancer de Pancreas hereditario

La indicacién de estudio genético germinal tradicionalmente se basa en criterios clinicos de
diferentes sindromes asociados seguido de la confirmacién con una prueba genética3. En los
ultimos anos este enfoque ha cambiado por uno menos restringido con una tendencia a apoyar el
uso de paneles multigén a todo paciente con CP independiente de la edad de diagnéstico o
antecedentes familiares de cancer, o al menos utilizarlo en pacientes jovenes con CP. A pesar de ello,
en un porcentaje elevado de familias con CP, no se identifica ninguna causa genética subyacente.
En este contexto, el grupo de trabajo del proyecto ha identificado en estudios previos realizados en
pacientes <60anos con CP asociados a sindrome hereditario con mutacion germinal, que el 40% de
las mutaciones no se hubiera identificado con criterios tradicionales de indicacion de estudio
genético4.

La importancia de identificar a individuos con CPH es el poder hacer prevencion en sus
familiares. Al diagnosticarse un sindrome hereditario se recomienda realizar el estudio genético
presintomatico a los familiares para identificar a los individuos con mayor riesgo de CP al ser
portadores de la mutaciéon germinal y, por tanto, ofrecer medidas preventivas que cambien la
historia natural de esta mortal patologia. Sin embargo, las recomendaciones actuales estan
realizadas por consenso y no existe evidencia cientifica sélida que las respalde, y mucho menos en
nuestro medio.
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3. Prevencion y cribado de Cancer de Pancreas.

Los individuos con historia familiar de CP o CPH se consideran de alto riesgo para desarrollo del CP, y
por tanto, es aconsejable incluirlos en programas multidisciplinarios de cribado5-7. Cantoy
colaboradores observaron en un estudio de seguimiento a largo plazo de 354 individuos con alto
riesgo de CP que 9 de 10 CP diagnosticados durante el cribado eran resecables y el 85% de estos
sobrevivieron durante tres 0 mas afnos8,9. Actualmente, los programas de cribado en individuos de
alto riesgo se basan en técnicas de imagen, como la ecoendoscopia y la resonancia magnética, que
han demostrado aumentar la tasa de deteccién de lesiones premalignas y tumores en estadios
tempranos8,10. Sin embargo, estas modalidades presentan limitaciones significativas: a) baja
sensibilidad para detectar lesiones subcentimétricas o de rapido crecimiento; b) elevada tasa de
falsos positivos, que pueden llevar a intervenciones invasivas innecesarias; c) accesibilidad limitada y
alto coste, lo que restringe su aplicacion a gran escala.

Dada la incidencia creciente, la alta mortalidad del CP supeditada sobre todo al
diagndstico tardio y la eficacia suboptima del cribado11-13, existe necesidad imperiosa
de desarrollar estrategias novedosas y robustas para la deteccion de lesiones
precursoras y CP en etapa temprana, como los biomarcadores no invasivos. Los
individuos con alto riesgo de CP representan el subgrupo que se veria mas beneficiado del empleo
de biomarcadores para el cribado de CP. Un biomarcador ideal deberia ser no invasivo, rentable, con
alta sensibilidad y especificidad para detectar tumores tempranos o lesiones precursoras. En esta
linea, el grupo de trabajo de este proyecto ha desarrollado un panel de micro-ARN (miARN)
circulantes alterados que impresionan prometedores para la deteccién precoz no invasiva de CPy
lesiones precursoras. Asi, se ha definido una firma que consiste en 2 miARN (miR-33a-3p+miR-320a)
+ CA19.9 con los valores de diagndstico mas altos informados hasta la fecha (93% de sensibilidad y
85% de especificidad)14. Se necesitan mas estudios para evaluar su posible utilidad diagnéstica,
especialmente en individuos de alto riesgo de CP sometidos a detecciéon y vigilancia. Asimismo,
existen otros candidatos prometedores como son biomarcadores proteicos -como el THBS2-,
marcadores de metilaciéon, ctDNA, o exosomas atractivos para mejorar el cribado, especialmente si
se superan limitaciones individuales de cada marcador15. En este sentido, se han desarrolado
modelos de prediccién de riesgo como PancPRO, sin embargo, ninguno ha logrado una alta
rentabilidad y aplicabilidad en la practica clinica 15,16. Por tanto, la integracién de modelos de
prediccién de riesgo mediante algoritmos de inteligencia artificial, que combinen datos clinicos,
genéticos, moleculares e imagenoldgicos, es otra estrategia innovadora, permitiendo focalizar el
cribado en individuos con mayor probabilidad de desarrollar esta neoplasia y su diagnéstico precoz.

La red colaborativa PREVENPANC ya estd establecida y estd en marcha desde hace unos meses,
con constante incremento de nuevos centros participantes desde que se ha puesto en marcha,
demostrando ser una plataforma prometedora para el estudio colaborativo del cdncer de pancreas
en Espafa. Este registro prospectivo multicéntrico, que incluye la recoleccién sistematica de datos
clinicos y muestras bioldgicas (sangre, tejido y ADN), permitira caracterizar los grupos de riesgo
(tanto en cancer de pancreas hereditario como familiar) y sentar las bases para estudios
traslacionales y clinicos. La existencia de PREVENPANC no solo garantiza una infraestructura
consolidada y el acceso a una cohorte bien definida, sino que también facilita la integracion de
nuevos enfoques diagnésticos y terapéuticos, siendo un recurso imprescindible para avanzar en la
deteccion precoz del cdncer de pancreas.
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Hipotesis de trabajo y objetivos

La identificacion de individuos con mayor riesgo de CP permitira adoptar medidas dirigidas
a reducir la mortalidad en este grupo mediante la deteccion precoz del CP y/o la reduccién de su
incidencia. Considerando que en un gran porcentaje de individuos con sospecha de CPH no se
identifica ninguna mutacion germinal, el estudio de potenciales nuevos genes de mayor
riesgo para el CP representa un trabajo complementario perfecto para la identificaciéon de
individuos con mayor riesgo de desarrollar esta neoplasia. La estratificacion del riesgo en distintos
subgrupos permitira avanzar hacia el desarrollo e instauracion de medidas de prevencion y
seqguimiento mas especificos, selectivos y ajustados al riesgo intrinseco de cada individuo.

La identificacion de biomarcadores no invasivos de riesgo y deteccion temprana de CP en
individuos de alto riesgo seria un complemento ideal para optimizar la vigilancia de estos pacientes.
La propuesta consiste en desarrollar y validar una estrategia de cribado integral que combine la
evaluaciéon de biomarcadores circulantes (miRNAs, CA 19-9, THBS2, ctDNA, metilacion, exosomas),

el uso de técnicas de imagen y el desarrollo de un modelo de prediccién de riesgo mediante
inteligencia artificial. Este enfoque permitira una deteccién temprana del CP en fases preclinicas,
optimizando la asignacién de recursos sanitarios y reduciendo intervenciones invasivas
innecesarias. Esto deberia repercutir en Ultima instancia en la racionalizacion de las estrategias
de cribado y prevencion del CP en nuestro medio.

Finalmente, el consolidar un registro clinico y de muestras biolégicas con una participacién
multicéntrica y prospectiva (PREVENPANC), establecera las bases para crear un grupo de trabajo
sinérgico y la infraestructura para futuros proyectos clinicos y traslacionales a corto plazo.
Todo esto con el objetivo final de establecer herramientas de prevencién, diagnoéstico, terapéuticas
y de pronéstico del CP en nuestro medio.
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Objetivos

1.

4.

Identificar familias de alto riesgo de CP mediante secuenciacién del exoma germinal en
individuos con CP (cohorte prospectiva poblacional), y explorar nuevos genes de
predisposicidon con estudios funcionales en organoides-3D.

Evaluar estrategias de cribado de CP en individuos de alto riesgo en seguimiento (cohorte
retrospectiva) con pruebas de imagen y biomarcadores no invasivos.

Desarrollar un modelo predictivo de riesgo basado en inteligencia artificial.

Consolidar la red colaborativa PREVENPANC como plataforma nacional para la prevencién
del CP.

El objetivo global del proyecto es profundizar en el conocimiento del CP, integrando enfoques
clinicos y moleculares para identificar individuos de alto riesgo de CP, a fin de establecer
las mejores estrategias de prevencion y diagndstico precoz;y consolidar una red nacional
para estudio del CP (“PREVENPANC") de cara a fomentar proyectos de investigacién
colaborativos. Este objetivo global se llevara a cabo a través de dos cohortes interrelacionados, cada
uno con un protocolo clinico y otro traslacional (Anexo 2).

a)

Cohorte poblacional: Identificacion de grupos de riesqgo de CP
(Riesgo familiar/hereditario).

Protocolo clinico:

Identificar los factores y grupos de riesgo asociados a CP en global y establecer la prevalencia
de mutaciones genéticas germinales en los individuos con CP (CPH).

Establecer la estrategia mas eficaz para identificar individuos con predisposicion
hereditaria a CP

Protocolo traslacional:

Descubrir y validar nuevos genes hereditarios asociados a un mayor riesgo de CP
(en base a datos previos del grupo de trabajo) mediante secuenciacién del exoma germinal.

Evaluar la patogenicidad de las variantes genéticas encontradas a través de

estudios funcionales in vitro mediante la generacién y modificacién de organoides 3D
pancreaticos.
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2. Corte de individuos de alto riesgo de CP: Estrategias de cribado de CP en grupo
de alto riesgo de esta neoplasia (riesgofamiliar/hereditario).

a) Protocolo clinico:
1. Identificar factores de riesgo y prevalencia de CP en familias CPF y CPH.
2. Evaluar la eficacia de las estrategias de cribado actuales en CPF y CPH.
b) Protocolo traslacional:
Identificacién de biomarcadores para cribado y diagndstico precoz de CP en grupos de alto

riesgo para esta neoplasia (CPF y CPH).

1. Identificar y validar un panel de biomarcadores no invasivos (miRNAs, CA 19-9, THBS2,
ctDNA, patrones de metilacién, exosomas).

2. Desarrollar y validar un modelo de prediccién de riesgo que integre datos clinicos,
genéticos, moleculares e imagenolégicos.

Finalmente, el objetivo secundario es consolidar una red multicéntrica nacional para el estudio
colaborativo en la prevenciéon de CP en nuestro medio ("PREVENPANC"):

1. Establecer la infraestructura idénea por medio de recoleccion prospectiva de muestras
bioldgicas para estudios traslacionales enfocados en CP, de cara a establecer
herramientas de prevencion y diagnéstico del CP en nuestro medio.

2. Crear una cohorte con informacién clinica y muestras biolégicas de individuos sin
patologia pancredtica como grupo control para futuros proyectos en el seno de la red
PREVENPANC.

3. Fomentar la investigacion clinica y traslacional en CP, dando oportunidad a centros de

toda Espana de participar en la inclusion de pacientes y en propuestas de estudios en
contexto de la red colaborativa.

Material y métodos detallados:

Disefio del estudio: Estudio multicéntrico nacional (24 centros de 12 Comunidades Auténomas),
con una rama prospectiva de base poblacional, y una rama retrospectiva. El centro responsable del
estudio serd el Hospital Clinic de Barcelona. El Anexo 2 representa un resumen grafico del disefio y
el Anexo 3 el listado de centros participantes.
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Pacientes

1. Cohorte poblacional:

Inclusién prospectiva de pacientes diagnosticados de CP durante 12 meses en los centros
participantes, asociados a un grupo control de individuos sin patologia pancreatica conocida,
emparejados por edad y sexo.

a) Pacientes con CP (grupo a estudio, CP): Se registrara la historia clinica personal y familiar y las
caracteristicas tumorales. Se obtendra una muestra de sangre periférica de cada paciente
incluido (para estudio del suero, plasma y ADN).

b) Individuos sin patologia pancreatica (grupo control): Por cada paciente con CP se incluird un
individuo control de edad y sexo. Esta cohorte estara formada por individuos sin cancer
conocido, patologia pancreatica ni antecedentes familiares de CP, que acudan a consulta de
gastroenterologia general, con una prueba de imagen abdominal (RMN o TAC) sin patologia
pancreatica (i.e. neoplasia, pancreatitis crénica, lesiones premalignas). Se registrara la historia
clinica personal y familiar; y se obtendra una muestra de sangre periférica (suero, plasmay
ADN).

2. Cohorte de individuos de individuos con alto riesgo de CP:

Estudio multicéntrico con inclusion retrospectiva de individuos pertenecientes a familias con
CP familiar o CPH en seguimiento desde el 2014 hasta la actualidad en las unidades de alto
riesgo (CAR) de cancer digestivo de los centros participantes. Actualmente se cuenta en
biobanco con muestras de sangre periférica de la mayoria de estos individuos (suero, plasmay
ADN).

Estimacion del tamafo de la muestra:

En base a la poblacion de influencia de los 24 centros participantes (aproximadamente 16.757.000
habitantes) y la incidencia anual del CP en Espafa (6,3 casos x 100.000 habitantes), se estima una
poblacion diana en un periodo de 12 meses de aproximadamente 1055 pacientes con CP.
Considerando una inclusion realista del 60% de los casos, el tamafno muestral seria de 633
pacientes con CPy 633 individuos control. Para la cohorte de individuos de la consulta de alto
riesgo, se realizara inclusién de los individuos pertenecientes a familias con alto riesgo de CP que
acepten participar del estudio (se estima en base a nimero de individuos en seguimiento, una
cohorte de 250-300 individuos).

Recogida de datos:
Los datos se recogeran en una base de datos de uso online (REDCap-AEG) a la que podran acceder
los investigadores de cada centro mediante un cédigo identificativo, respetando la vigente Ley

Organica de Proteccién de Datos. En cada centro se introducira la informacién de los pacientes en
la base de datos encriptada. cohorte de 250-300 individuos).
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Recoleccion y conservacion de muestras biologicas (sangre):

Se obtendra una muestra de sangre periférica a través de 3 tubos (total 25ml) para plasma, sueroy
ADN. En caso de paciente con CP, la extraccién debera realizarse antes de iniciar cualquier
tratamiento especifico (cirugia, quimioterapia y/o radioterapia). Todas las muestras seran enviadas,

procesadas y almacenadas en el Biobanco del Hospital Clinic de Barcelona - IDIBAPS.

Por lo tanto, la metodologia de este proyecto se centra en tres pilares fundamentales: a)
Identificacion de grupos de riesgo de CP (riesgo personal/familiar o hereditario); b)
estrategias de cribado de CP en grupos de alto riesgo de esta neoplasia; y c) la
consolidacion de PREVENPANC como una red solida, multicéntrica nacional para el estudio
colaborativo del CP (Anexo 2).

A continuacion, se describe el protocolo clinico y el protocolo traslacional de cada uno de las dos
cohortes

Métodos:

1. Cohorte poblacional: Pacientes diagnosticados de CP durante 12 meses en los centros
participantes, asociados a un grupo control sin patologia pancreatica conocida, apareados por
edad y género.

Protocolo clinico: Identificacion de factores y grupos de riesqgo asociados a CP 1.1.1.
Se recogeran los datos en una base de datos online (REDCap-AEG):

a) Datos sociodemograficos, comorbilidades, antecedentes familiares y personales oncoldgicos.

b) Tumor: edad al diagndstico, sintomas y parametros analiticos de debut, localizacion
pancredtica del tumor, presencia de lesiones previas, histologia, tratamientos, estadiaje TNM,
supervivencia, causa de muerte.

1.1.2. Se realizara estudio genético en todos los pacientes con CP a través de secuenciacién del
exoma germinal.

* Analisis de los resultados: Se establecera la prevalencia de mutaciones en los genes implicados
en sindromes hereditarios en pacientes con CP y se relacionara el resultado con las caracteristicas
clinicas.

1.2. Protocolo traslacional: Identificacion de nuevos genes de predisposicion
hereditaria al CP.

1.2.1. Tras secuenciar las muestras (exoma germinal), se seleccionaran genes candidatos en linea
germinal y se evaluara la patogenicidad de las variantes mediante estudios in vitro con organoides
3D pancreaticos generados partir de tejido fresco de muestras quirdrgicas de tres pacientes sin CP,
de acuerdo al protocolo del laboratorio Clevers.
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1.2.2. Modificacion genética de organoides 3D mediante la técnica CRISPR-Cas9 delecionando de
forma dirigida el gen correspondiente e introduciendo la variante de interés por transfeccién. Se
analizara funcionalidad de las variantes a estudio mediante ensayos de viabilidad, proliferacién y
sefalizacion.

2 Cohorte de individuos de alto riesgo de CP (pertenecientes a familias con CP
hereditario o familiar en sequimiento)

2.1. Protocolo clinico: Caracterizacion clinica y eficacia del cribado de CP en grupos
de alto riesgo de CP

2.1.1. Descripcién de estrategias de cribado de CP en los distintos centros (prueba utilizada y sus
hallazgos, periodicidad y edad de inicio del cribado).

2.1.2. Caracterizacién de lesiones sospechosas de CP por USE y/o RMN: tipo de lesion, crecimiento
de quistes >4mm/afo, localizacién, tamano, resecabilidad, atrofia parénquima lobulocéntrica,
dilataciéon del Wirsung). Se definiran como sospechosas las lesiones sélidas, TPMI, quisticas =10mm,
quisticas con nédulo mural.

2.1.3. Determinacion de CA 19.9 y hemoglobina glicada en sangre.

2.2. Protocolo traslacional: Identificacion de biomarcadores / modelo predictivo
para el cribado de CP en grupos de alto riesgo para esta neoplasia
(CP hereditario/familiar).

2.2.1. Andlisis de expresion de miARNSs en sangre mediante PCR de transcripcion inversa
cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR). Los miARNs a analizar se han elegido en base a datos
preliminares de nuestro grupo.

2.2.2. Proteinas séricas: CA 19-9 y THBS2 (medidos por ELISA).

2.2.3.ctDNA y patrones de metilacion: Deteccion de mutaciones en KRAS y andlisis de
metilacién de genes supresores (usando PCR digital y secuenciacién con array de metilacién de
[llumina EPICv2, respectivamente).

2.2.4. Exosomas: Aislamiento y cuantificacién de GPC1 con citometria de flujo.

2.2.5. Creacion de un modelo predictivo/score de riesgo de biomarcadores no invasivos
para la deteccion precoz CP y lesiones precursoras. Integracion Multimodal: Combinacién de
biomarcadores moleculares (incluyendo miRNAs, ctDNA, metilacidén, exosomas) y técnicas de
imagen. Modelo Predictivo Personalizado: Desarrollo de un score de riesgo mediante
inteligencia artificial que integre datos clinicos, genéticos, moleculares e imagenolégicos.
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* Desarrollo y entrenamiento de modelos predictivos mediante técnicas de machine learning
(Random Forest, XGBoost, redes neuronales).

* Analisis estadistico. Las diferencias entre variables cualitativas se compararan mediante prueba
de Fisher y las cuantitativas con Mann-Whitney o Kruskall-Wallis para muestras no pareadas y

", n

Wilcoxon para las pareadas. Un valor “p” < 0.05 se considerard estadisticamente significativo.

Perspectiva de género. Se garantizara el respeto y equidad en cuanto a identidad de género a
lo largo del estudio. Desde la ideacién del proyecto en cuanto a oportunidades de participacion a
investigadores colaboradores sin distincion de género. En cuanto a los participantes del estudio,
respetando género autodesignado, el analisis de factores de riesgo especificos o influencias de
tratamiento individuales en la aparicion de la patologia en estudio, identificar si existen
disparidades en cuanto a deteccidon mas precoz y acceso a tratamiento segun géneroy
caracteristicas socio-demograficas de los pacientes. Se respetara la identidad de género en la
divulgacién de resultados, sean estos positivos o negativos.
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